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1. BEVEZETÉS (irodalmi háttér) 
 A torma Délkelet-Európában és Nyugat-Ázsiában őshonos. Kereskedelmi 
szempontból az Egyesült Államok mellett Magyarország a legnagyobb torma termesztő 
ország (1). Fűszerként étkezési céllal használják, annak ellenére, hogy már az ókorban 
is alkalmazták gyógyításra (1–3). Mindkét felhasználási terület elsősorban a csípős ízű, 
könnyfakasztó izotiocianátoknak (ITC) köszönhető. 
 
1.1. Az Armoracia rusticana biológiai jellemzői 
A torma (Armoracia rusticana P. Gaertner, B. Meyer & Scherbius) a 
keresztesvirágúak, más néven Brassicaceae családjába, azon belül az Armoracia 
nemzetség csoportba tartozik (3). Főgyökere orsógyökér, mely földalatti hajtás, 
függőleges helyzetű, erős megvastagodásra képes gyökértörzs (rizóma). A föld feletti 
hajtás lágyszárú (1.a ábra), mely a csúcsán erősen elágazik. Hosszú, nyeles, ép vagy 
karéjosan, illetve szeldelten tagolt lemezű tőlevelei vannak (1.b ábra).  A szárlevelek 
ülők vagy rövid nyelűek. Sok virágból álló, összetett sátor virágzattal (1.c ábra) és 
becőterméssel rendelkezik. Ritkán létrehozott magvai gömbölyűek, aprók (4).  
 
1. ábra Virágzó natív Armoracia rusticana. a: a növény teljes föld feletti hajtása, 
b:  ép vagy karéjosan, illetve szeldelten tagolt lemezű tőlevelek a virágzattal, c: 
összetett sátor virágzat. 
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Évelő növény (2,4), de egyévesként is termesztik. Mindkét típusú rizóma 
számára a nedves talaj, és mérsékelt klíma a kedvező (3). Vad típusa nem ismert, 
valószínűleg kihalt. Feltételezik, hogy származása az Armoracia macrocarpa és 
Armoracia sisymbroides rokon fajokhoz vezethető vissza (2,3). A növényt kizárólag 
vegetatív úton, gyökérről szaporítva termesztik (4).   
  
1.2. A glükozinolát-mirozináz-izotiocianát/nitril rendszer 
 A glükozinolátok (GLS) fő hidrolitikus bomlástermékei az ITC-ok. A GLS-ok 
N-hidroxi-szulfátok, melyekhez kénnel kapcsolt béta-D-glükopiranóz, valamint 
rendkívül sokféle oldallánc (R) kapcsolódhat (2. ábra). A színtelen GLS molekulák 
vakuólumokban tárolódnak, míg a GLS-okat biológiailag aktív molekulává átalakító 
mirozináz enzim (MYR) a fizikailag szeparált mirozin sejtekben található (2). 
 
2. ábra Glükozinolát konverzió izotiocianátokká, valamint a reakció 
körülmények függvényében más egyéb illékony bomlástermékekké. A torma 
jellegzetes glükozinolátjai és bomlástermékei: 1: R = allil (glükozinolát: 
szinigrin, jellemző termékek: allil izotiocianát, allil tiocianát és allil nitril); 2: R 
= 2-feniletil- (= fenetil-) (glükozinolát: glükonaszturtiin, jellemző termékek: 2-
feniletil-izotiocianát, 2-feniletil-tiocianát és 3-fenilpropionitril) (2,3,5–7).  
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Ezidáig közel 20 GLS-ot írtak már le tormából, mint például glükoiberin, szinigrin 
(SIN), 2-metilszulfonil-oxo-etil-GLS, glükonapin, glükokochlearin, glükokonringianin, 
glükoszativin, glükoibarin (GIB), 4-hidroxiglükobrasszicin, neoglükobrasszicin (NEO), 
glükokapparilinearisin vagy glükobrasszikanapin, glükotropeolin, glükobrasszicin 
(BRASS), glükonaszturtiin (GLN), 4-metoxiglükobrasszicin, glükoarabishirsutain 
(ARAB) (2). 
Az izotiocianátok (ITC) R oldalláncból és izotiocianát (–NCS) csoportból felépülő 
illékony komponensek. A bioaktivitásban meghatározó szereppel rendelkező R 
oldallánc megegyezik a prekurzor GLS-ban és ITC termékében. 
A torma gyökér illóolajának fő komponensei az allil-izotiocianát (AITC; 44,3–
81,8%) és a 2-feniletil-izotiocianát (PEITC; 4,2–51,3%) (3,5–8). Az alábbi minor ITC-
okat is írták már le torma gyökérből: izobutil-ITC, 4-izotiocianáto-1-butén, butil-ITC, 3-
metilbutil-ITC, pentil-ITC, 4-metilpentil-ITC, benzil-ITC (2), 7-metilszulfinilheptil-
ITC, 6-metilszulfinilhexil-ITC, 5-metilszulfinilpentil-ITC, 4-pentenil-ITC, 3-butenil-
ITC és n-butil-ITC (3). 
Az ITC-ok, különösen az AITC és PEITC számos biológiai és feltételezett 
gyógyszerészeti hatással rendelkeznek.  
A nitrilekben szintén jelen van a prekurzor GLS oldallánca. Keletkezésük során a 
MYR hidrolízis melléktermékeként elemi kén szabadul fel. A nitrilek leggyakrabban 
szintén illékony komponensek (9). Az indol oldalláncot tartalmazó nitrilek, pl.: indol-3-
acetonitril (I3ACN), antikarcinogén és rovarölő hatással rendelkeznek (10,11).  
A torma mirozináz (MYR, béta-tioglikozid glükohidroláz) egy 65 kDa-os S-
glükozidáz enzim, mely cink atommal kapcsolt 2 azonos alegységből épül fel (3,12). A 
MYR nem egy szubsztrát specifikus enzim, számos GLS hidrolízisére képes (12). 
Legalább 3-féle MYR izoenzimet írtak már le (MyrA, MyrB, MyrC), melyek jelenléte 
faj- és szervspecifikusnak bizonyult (9,13,14). Egy másik MYR osztályzás szerv 
specifikus expressziós mintázaton alapul: MYRI a föld feletti szervekben fejeződik ki, 
ide tartoznak a MyrA, MyrB, MyrC és az AtTGG1-3 elnevezésű izoenzimek; a MYRII 
a gyökérre jellemző, többek között az AtTGG4 -5 izoenzimeket foglalja magában (15).  
Amikor a növényi szövet megsérül (pl. reszelés, rágás során) a MYR kapcsolatba 
kerül a GLS-okkal, mely eredményeként bioaktív ITC-ok, nitrilek, tiocianátok, 
epitionitrilek vagy oxazolidinok keletkeznek a reakciókörülmények (szubsztrát, 
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specifikus proteinek jelenléte/hiánya) függvényében (1-3,15). A reakció fő termékei az 
ITC-ok pH = 5-8 és 20 – 45 °C hőmérsékleten (3,16). 
1.3. Az izotiocianátok terápiás hatásai 
A torma (Armoracia rusticana) gyökerét és levelét évszázadokon keresztül 
eredményesen alkalmazták a népgyógyászatban fájdalomcsillapításra (pl. derékfájás, 
fogfájás), a gasztrointesztinális és légzőrendszer megbetegedéseinek kezelésére (pl. 
asztma, köhögés), vízzel és mézzel keverve influenza kezelésére (4). Továbbá 
afrodiziákumként (1), tartósítószerként, aszeptikumként (17), valamint takarmányként 
(18) is alkalmazták. Ennek ellenére a gyógyászai hatásmechanizmusa a mai napig nem 
teljesen tisztázott (3). A torma gyökeréből kinyert illóolaj elsősorban ITC-okat 
tartalmaz, melyek a MYR hidrolízis fő termékei (2,3,11). A torma 
illóolajfőkomponensei az AITC és a PEITC (2,3). Az ITC-ok erős antikarcinogén és 
antimikrobiális aktivitással rendelkeznek (2,3). Számos egyéb gyógyászati hatásuk is 
ismert, mint pl. vérlemezke aggregáció gátlás (19,20), emésztőrendszer védő hatás (21), 
rovarölő aktivitás (22), stb. 
 
1.3.1. Antimikrobiális – antibakteriális és antifungális hatás 
 A természetes és szintetikus ITC-ok is antibakteriális hatással bírnak Gram-
pozitív és Gram-negatív baktériumokra, mint például Helicobacter pylori, Escherichia 
coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Bacillus 
cereus, Vibrio parahaemolyticus fajokra (10,17,23–27). 
 Az ITC-oknak szintén erős az antifungális (gombaellenes) aktivitásuk 
különböző élesztő és penészgombákra egyaránt, mint például Candida fajok, 
Cryptococcus neoformans, Aspergillus flavus, és A. fumigatus (11,26–39). Az ITC-ok a 
növényi patogén gombákra is antifungálisan hatnak (pl.: Penicillium expansum, Botrytis 
cinerea, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Gaeumannomyces graminis var. 
Tritici, Pithium irregulare, Alternaria brassicicola, Sclerotinia sclerotiorum (11,30,31–
34). Ezért feltételezik, hogy a növényi GLS bomlástermékek fontos szerepet töltenek be 
a növény gombaellenes önvédelmi rendszerében (32,35,36).  
 Az ITC-ok antimikrobiális hatása nem csak a hagyományos gyógyászatban, 
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hanem az élelmiszerparban is alkalmazható (24,28,37,38). Mint illékony antimikrobiális 
komponenseknek, a terápiás, illetve növényvédelmi felhasználásuk ígéretes (30,39,40).  
 Az ITC-ok hatása több támadáspontúnak tűnik (23). Az izotiocianil csoport részt 
vesz elektrofil reakciókban pl. tiolokkal, diszulfidokkal, aminokkal, vagy alkoholokkal, 
az utóbbi kettővel kisebb a reaktivitása (23,24,41–46). Az oldallánc hidrofóbicitásának 
függvényében könnyen át tudnak hatolni biológiai membránokon, mely során akár kárt 
is okozhatnak a szerkezetükben (46–48). Az említett tulajdonságok alapján az ITC-ok 
antibakteriális hatását általánosságban a következő elméletekkel magyarázzák: 
különböző kulcs enzimek (pl. tioredoxin reduktáz, acetát kináz, citokrómC oxidáz, P-
típusú ATPáz) és egyéb fehérjék (pl. quorum érzékelésben résztvevő fehérjék) 
inaktiválásával (23,24,38,43,49); az aminosav-pool kiürítésével (50); a megnövekedett 
membrán permeábilitással (47,48); vagy a fentiek következtében kialakuló oxidatív 
stressz generálással (23,34).  
 A gombaellenes hatásmechanizmusról kevesebb információ áll 
rendelkezésünkre. A növénypatogén gomba Alternaria brassicicola esetében Calmes és 
mtsai (31) leírták, hogy az ITC-ok károsítják a mitokondriális funkciókat, és oxidatív 
stresszt okoznak. Azt is feltételezik, hogy egy megfelelő oxidatív stresszválasz 
megvédheti a gombákat az ITC-októl (31). Kojima és Ogawa (51) szerint 
Saccharomyces cerevisiae-ben az ITC-ok szétkapcsolják, és befolyásolják a 
mitokondriális funkciókat (ATP termelés). 
 
1.3.2. Antikarcinogén hatás 
  Az AITC, PEITC, butil-ITC, szulforafán és 6-metilszulfinilhexil-ITC 
antikarcinogén hatását bizonyították többek között tüdő (52), prosztata (53,54), mell 
(55), máj (56), melanóma (57), végbél (58,59), vastagbél (60,61), hasnyálmirigy 
(57,62), gyomor (63), B-sejtes limfóma (57), mieloid leukémia (64), méhnyak (57) és 
húgyhólyag (65,66) sejtvonalakon és állatmodelleken (2,3). A torma két 
főkomponensének, a PEITC-nak és az AITC-nak számos sejtvonalon és állatmodellen 
vizsgálták a rákellenes hatásmechanizmusát (1., 2. táblázat). Az antikarcinogén hatás 
főként fázis I. (citokróm P enzime család) enzimek gátlásán keresztül történik (2,3), 
valamint a fázis II. enzimek (pl. GST) génexpressziós szintjének növekedésén keresztül 




1. táblázat A torma egyik főkomponensének, a PEITC-nak különböző sejtvonalakon és 
állatmodelleken megfigyelt rákellenes hatásmechanizmusai Arumugam és Razis 
nyomán (54). 
Hatásmechanizmus Sejtvonal/ állat modell 
a. sejtciklus leállás 
 G0/G1 leállás és p21 protein növekedés DU-14 sejtek, humán prosztata rák 
 G0/G1 leállás és p21 protein növekedés LNCaP sejtek, humán prosztata rák 
 G2/M fázis leállás és Bcl-2 és, Bcl-X(L) 
szint csökkenés  
PC-3 sejtek, humán prosztata rák 
 G2/M fázis leállás HeLa sejtek, méhnyakrák 
 G2 fázis leállás, CDK inhibitor 
p21waf1/cip1 indukálás  
Caco-2 sejtek, humán vastagbél rák 
 G2/M fázis leállás PC-3, humán prosztata rák 
b. Oxidatív stressz  
 Glutation (GSH) depléció ovarium epitélium sejtek 
c. Apoptózis indukálás  
 p53 független apoptózis útvonal 
indukálás 
PC-3 sejtek, humán prosztata rák 
 JNK, ERK és p38 aktiválás HT-29, humán vastagbél sejtek 
 JNK aktiválás különböző sejtvonalak 
 ROS mediált apoptózis PC-3 sejtek, humán prosztata rák 









2. táblázat A torma egyik főkomponensének, az AITC-nak különböző sejtvonalakon és 
állatmodelleken megfigyelt rákellenes hatásmechanizmusai Arumugam és Razis 
nyomán (54). 
Hatásmechanizmus Sejtvonal/ állat modell 
a. sejtciklus leállás 
 ciklin B1 és p21waf1/cip1 
megnövekedett expressziója  
UM-UC-3 sejtek, humán hólyag 
karcinóma 
 G1-fázis leállás HL60 sejtek, humán leukémia 
 cyclin B1 csökkent expressziója és 
G2/M fázis leállás 
LNCaP sejtek, humán prosztata rák 
 G2/M fázis leállás HeLa sejtek, humán méhnyak rák 
 M fázis leállás HT29 sejtek, humán végbél rák 
b. Apoptózis indukálás 
 JNK aktiváció; Bcl-2, Bcl-xl protein 
expresszió csökkenés  
PC-3 sejtek, humán prosztata rák; LNCaP 
sejtek 
 Bcl-2HL60 sejtek down-regulációja, 
humán leukémia 
HL60 sejtek, humán leukémia 
c. Kaszpáz aktivitás 
 Pro-apoptótikus kaszpáz enzimek 
(kaszpáz-3, -8 és -9) aktivációja 
HL60 sejtek, humán leukémia 
 
1.3.3. További hatások más betegségek esetén 
 A Brassicaceae családban tapasztalt direkt antioxidáns hatásért nem az ITC-ok, 
hanem a C, E-vitaminok, ill. karotinoidok (68) a felelősek, melyek sejtkárosodás előtt 
semlegesítik a szabadgyököket. 
Indirekt antioxidáns hatást figyeltek meg a szulforafánnál és a PEITC-nál, az ARE 
(Antioxidant response element) régiót tartalmazó gének transzkripciójának fokozásával, 
Nrf2 (nuclear factor erythroid-2 releated factor 2) transzkripciós faktorokon keresztül 
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növekedett a fázis II. enzimek (pl. GST) aktivitása, valamint a hősokk fehérjék szintje, 
melyek védelmet nyújtanak az oxidatív stresszel szemben (69). A krónikus 
tüdőbetegségre (COPD) vizsgálták a brokkoli domináns ITC-ját, a szulforafánt. A tüdőt 
és szisztematikus rendszert érintő magas fokú oxidatív stresszel járó betegség esetén 
Wise és mtsai (70) azt vizsgálták, hogy a szulforafán Nrf2 aktiválásán keresztül növeli-e 
az antioxidáns gének expresszióját. Annak ellenére, hogy a torma illóolaj és az AITC 
enyhe antioxidáns hatását in vitro kimutatták (2,68), állatkísérletben (68), illetve a fent 
leírt randomizált placebo kontrolált kettős vak humán vizsgálatnál nem mutattak ki sem 
Nrf2 targetgén expressziót, sem egyéb antioxidáns illetve gyulladáscsökkentő hatást.  
Az AITC krónikus gyulladás csökkentő hatását írták le, mely gyulladásos mediátorok, 
ill. ezek létrejöttében szerepet játszó enzimek (pl. TNF alfa, iNOS) gátlásán keresztül 
valósul meg (71). 
 Caglayan és mtsai (72) az AITC-ot nem csak antioxidánsnak, hanem 
gyulladáscsökkentőnek is találták. Egér állatkísérletben traumás agysérülést követően az 
AITC Nrf2/HO-1 modulálásán és NF-κB útvonalakon keresztül nem csak az oxidatív 
stresszt mérsékelte, hanem a gyulladást is csökkentette. 
 Maringa Oleifera kivonata (főkomponens: benzil-ITC) emésztőrendszeri védő 
hatást mutatott sav-alkohol indukálta fekélyre patkány modellen (73). 
 A butil-, etil- és AITC hatását vizsgálták asztmára tengerimalac állatmodellen, 
mely során az ITC-ok dózisfüggően gátolták a bronchusok összehúzódását (74). 
Immortalizált humán tüdő epitélium sejtvonalban AITC hatására MRP1 (Multidrug 
resistance-associated protein 1) funkció és expresszió növekedést mutattak ki, mely 
alapján az AITC ígéretes szernek tűnik a tüdőbetegségek kezelésében (75).  
 A keresztesvirágúak közé tartozó Lepidium meyenii (maca, főkomponens butil-
ITC) etanolos kivonatát vizsgálták patkány állatmodellekben posztmenopauzális 
oszteoporózisra, mely során a maca hatásosnak bizonyult az ösztrogén hiányos 
csontritkulás ellen (76). Egy másik tanulmányban a szulforafán bizonyult hatásosnak 
hipoxiás oszteoblaszt sejteken (77). A szulforafán csökkentette a hipoxia-mediált 
apoptózist és a reaktív oxigén gyök (ROS) szintet az oszteoblasztokban, valamint az 
oszteoblasztok hipoxia-mediált mineralizáció gátlását is csökkentette.  
 Humán kísérletben igazolták, hogy a magas glükorafanin tartalmú brokkoli diéta 
csökkenti a vérplazma LDL-koleszterin szintjét (78).  
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 Cukorbetegség okozta szívizom károsodásra is vizsgálták a brokkoli hatását, 
melynek során Nrf2 aktivációt figyeltek meg egér állatmodellben (79). 
A szulforafán szintén hatásosnak bizonyult szív koronáriaér betegségekben TGF‐beta1‐ 
(Transforming growth factor beta) indukált patkány fibroblaszt aktiváción és 
extracelluláris mátrix interakciókon keresztül (80). 
 Vérlemezke aggregáció gátló hatását bizonyították az AITC-nak (20), valamint a 
wasabi kivonatának (19). Az AITC hatását in vitro vizsgálták patkány és humán 
vérlemezkében gazdag plazmán (20). A tobzódást kollagén, trombin, ADP, és 
arachidonsav segítségével indukálták. AITC hatására gyengült a tromboxán A2 
képződése és az ATP felszabadulása. Az AITC gátolta a celluláris Ca2+ koncentráció 
növekedését, valamint patkány plazmában a vérlemezkék alakja is megváltozott a 
kezelés hatására. Az AITC trombo-embólia ellen védő hatását mutatták ki egér modell 
kísérletben. A wasabi főkomponense a 6-metilszulfinilhexil-ITC in vitro RL34 sejteken 
és in vivo patkány modellen is gátolta a vérlemezkék aggregációját, GST indukálásán és 
biomolekulák szulfhidril csoportjával (pl. GSH, cisztein) való kapcsolódáson keresztül 
(19).   
 Lynch és munkatársai egy randomizált kettős vak vizsgálatban kimutatták, hogy 
a brokkoliból kinyert szulforafán mérsékli az autizmus tüneteit (81). 
Továbbá a brokkoli mag kivonat GLS-jai képesek a bőr öregedéséhez vezető fehérjék 
oxidációjának mértékét csökkenteni (82).  
  
1.4. ITC-ok mellékhatásai 
 Állatkísérletekben kimutatták, hogy nagy dózisban (200-400 g/ttkg) az ITC-ok 
oxidáló és karcinogén hatásúak lehetnek (83). Ilyen mértékű humán expozíció 
gyakorlatilag nem érhető el élelmiszerekkel, az átlagos bevitt mennyiséget 10 g/ttkg-
nak becsülik. Az AITC nagy mennyiségben az intracelluláris glutation koncentrációját 
csökkenti, így a redox háztartás felborításán keresztül oxidatív stresszt okoz. A sejtbe 
bejutva az ITC-ok elreagálnak a glutationnal, majd a termékek egy része a sejtekből 
exportálódik, és extracellulárisan szétbomlanak az eredeti vegyületekre, melyek újra 
belépnek a sejtbe. A folyamat során az intracelluláris tiolok depléciója következhet be, 
mely akár apoptózist is kiválthat (83). Továbbá H2O2 jelenlétében réz ionokkal 
szuperoxid is keletkezhet (84).  
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1.5. Torma peroxidáz 
 A torma nagy mennyiségben tartalmazza a torma peroxidáz (HRP) enzimet. A 
HRP egy 44 kDa-os fehérje, mely egy 308 aminosavas polipeptid láncból, egy hemin 
prosztetikus csoportból és 2 Ca2+ ionból épül fel, melyek az enzimszerkezet 
fenntartásában játszanak szerepet (85,86). A HRP jelzi számos specifikus enzim 
jelenlétét/működését, mint pl. glutation peroxidáz, nikotinamid adenin dinukleotid 
(NADH) peroxidáz (85). Szintén szerepet játszik a növény védelmi funkcióiban, a 
lignifikációban és visszaalakítási mechanizmusokban is, pl. fertőzött vagy károsodott 
növényi szövetek esetében (85). A HRP-t számos molekuláris biológiai módszerben 
alkalmazzák: vér glükóz és koleszterin szint mérésében; egyéb enzim-tartalmak 
megbecsülésében; immunpróba vizsgálatokban (pl. ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay), Western blot), vagy DNS tisztításhoz (1,3,85). A húsiparban is 
alkalmazzák (87). 
 
1.6. Biotechnológia, in vitro szövettenyészetek, hairy root kultúrák 
Hairy root kultúrák létrehozásához a növényi szövetet Agrobacterium 
rhizogenes-szel fertőzik meg. Az Agrobacterium rhizogenes egy természetben is 
előforduló talajbaktérium, mely hajszálgyökeresedést okoz (88). A transzfer-DNS (T-
DNS) a baktérium Ri (root inducing, azaz gyökér indukáló) plazmidjában található, 
mely RolA, RolB és RolC virulens géneket tartalmaz (3. ábra). A transzfer-DNS képes 
integrálódni a növényi genomba, mely következtében kialakul a hajszálgyökeresedési 
betegség (88,89). A virulens gének integrációja a szekunder metabolitok szintézisében 
is változást okozhat (89). A korlátlan növekedésű hairy root klónok (HRC) genetikailag 
stabilak, hormon mentes táptalajon akár 16 évig is fenntarthatók (90). Alkalmasak 
másodlagos anyagcseretermékek termeltetésére (pl. gyógyszerek, ízanyagok, 
pigmentek) (89,91–93). A géntraszformáció következtében a másodlagos 
anyagcseretermékek szintézise eltérhet az eredeti növényétől (89,92). Az 
anyanövényhez viszonyítva a következő fajok hairy root kultúráiban mutattak ki 
magasabb indol GLS szintet: Brassica rapa, Sinapis alba és Eruca sativa. A teljes GLS 
szint viszont minden esetben alacsonyabb volt a HRC-kban, mint az anyanövényben 
(94,95). A HRC-k alkalmasak léptéknövelésre, hiszen jól tolerálják a bioreaktorokban 
való tenyésztést (92). Ezen kívül funkcionális génanalízisre is kiváló modellek a HRC-k 
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(96). A tormának nincsenek (vagy nagyon csekély számú) életképes magjai, de 
Nakashimada és mtsai (97) és Repunte és mtsai (98) HRC-k segítségével létrehoztak 
mesterséges magokat. A torma HRC-k fitoremediációra (pl. oxibenzén napozókrémből) 
vagy szennyvíz tisztításra (pl. diklofenákkal vagy paracetamollal szennyezett) is 
alkalmasak (99–101).  
 Torma HRC-kal számos alkalommal termeltettek sikeresen nagy mennyiségben 
torma peroxidázt (HRP) (102–106). A géntranszformált HRC-ok nem csak nagyfokú 
biomassza produkcióra alkalmasak (87), hanem a peroxidáz aktivitásuk is növekedett, 
akár 20-szoros mértékben (105). Továbbá a torma HRC-k HRP aktivitását 
eredményesen növelték a következő elicitorokkal: Verticillum sp. gombával, növényi 
kivonatokkal, nehézfémekkel (106,107). Torma HRC-ok léptéknöveléséhez egyedül a 














3. ábra Az A. rhizogenes transzfer-DNS-ének integrációja a növényi genomba 
Tzifra és Citovsky (109) valamint Szőke és mtsai (110) nyomán. A Ri plazmid 
T-DNS részei – zöld: hormon szintézis gének; kék: Rol gének; rózsaszín: opin 
szintézis gének.  
 
A torma gyökere a Keresztesvirágúak közül is kiemelkedik extrém magas GLS 
tartalma révén (2,111). A másodlagos anyagcseretermékek közé tartozó GLS-ok (a 
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bioaktív ITC-ok prekurzorai) az anyanövényhez viszonyítva alacsonyabb mennyiségben 
termelődnek a torma HRC-okban. A torma HRC-k GLS-MYR-ITC rendszerével 
kapcsolatban hiányosak a rendelkezésünkre álló információk. Néhány tanulmányban 
foglalkoztak a Brassicaceae családba tartozó HRC-k GLS elicitációjával. Alnsour és 
mtsai (111) növelték a táptalaj MgSO4 koncentrációját, GLS termeltetési céllal.  
Wielanek és mtsai (112,113) prekurzor aminosavak adagolásával (fenilalanin, cisztein) 
sikeresen elicitálták a GLS-okat egyéb Brassicaceae HRC-kban. Brassica oleracea 
HRC-k GLS bioszintézisét a növekedési táptalaj auxin koncentrációjának 
változtatásával befolyásolták (71). Chung és mtsai (114) réz-oxid nanopartikulumokkal 
növelték a GLS és fenoloid komponensek termelését és génexpresszióját Brassica rapa 
HRC-kban. A citokininek közé tartozó kinetinnel szintén növelni tudták a Brassica rapa 
HRC-k GLS tartalmát (94). Eruca sativa HRC-kban a táptalaj kénel való 
kiegészítésével fokozták az alifás és indol GLS-ok szintézisét, az efetonnal és 
jázminsavval való kezelés viszont csak az indol GLS tartalmat növelte (95). Sinapis 
alba és Brassica rapa HRC-kban szintén jázminsavval elicitálták az indol GLS-okat 
(94). Az anyanövényhez hasonlítva a HRC-k kevesebb GLS-ot, de több indol GLS-ot 
tartalmaztak (94). Arabidopsis thaliana esetében a kiindulási HRC-hoz képest a 
citokróm P450 génnel transzformált 3. generációs HRC 7-szer több alifás GLS-ot 
tatalmazott, de a GLS szint ebben az esetben is alacsonyabb volt az anyanövényhez 
viszonyítva (115).  
Összegezve, torma HRC-kat ezidáig elsősorban HRP termeltetésre alkalmazták 
sikeresen, mindössze néhány tanulmány foglalkozott a Brassicaceae HRC-k GLS 
termeltetésével, elicitálásával, mely során az egyes GLS-ok szintjét sikeresen növelni 
tudták, de az anyanövényhez viszonyítva az össz-GLS szint minden esetben 
alacsonyabb volt a HRC-kban. A torma HRC-k GLS-MYR-ITC rendszerével 










Kutatásunk során célunk volt torma (Armoracia rusticana) hairy root vonalak 
létrehozása; biológiailag aktív vegyületek, valamint enzimatikus variabilitásuk, a GLS-
MYR-ITC rendszer tanulmányozása.  A HRC vonalakat vizsgáltuk GLS, MYR, és a 
GLS-ok illékony bomlástermékeire (ITC, nitril), valamint peroxidázra.  Ezen felül célul 
tűztük ki a különböző növényi szervekből (levéllemezből és levélnyélből) létrehozott 
genetikai vonalak összehasonlítása a fent említett tulajdonságok alapján. 
 Az in vitro kultúrák analízisén túl célunk volt a torma illóolaj (természetben 
előforduló ITC-ok keveréke) biológiai hatásai közül az antifungális 
hatásmechanizmusának a feltérképezése. A vizsgálatokhoz a fonalas gombák közé 
tartozó, tüdő aszpergillózist okozó humán patogén Aspergillus fumigatus-t, valamint 
apatogén modell szervezet párját, az Aspergillus nidulans-t; illetve a kandidiázisért 
felelős humán patogén sarjadzó gomba Candida albicans-t és apatogén modell 
szervezetként a Saccharomyces cerevisiae-t választottuk. Továbbá igazolni kívántuk a 
torma illóolaj hatását folyékony és illékony közegben. A hatásmechanizmus 
felderítéséhez Candida albicans-on vizsgáltuk a torma illóolaj, ill. az AITC és PEITC 
sztenderdek hatását. Az oxidatív stresszhatás hipotézisünk igazolásához célunk volt a 
torma illóolaj különböző oxidatív stresszt kiváltó antifungális szerekkel való interakciós 
vizsgálata, valamint az oxidatív stresszválaszban szerepet játszó molekulák, ill. enzimek 















3.1. Hairy root kultúrák létrehozása, valamint enzim- és hatóanyagtartalmuk 
vizsgálata 
3.1.1. Növényi anyagok, in vitro kultúrák, transzformáció 
A vizsgálatokhoz a Borsod-Abaúj-Zemplén megyei Királdról származó Armoracia 
rusticana (Gaertn. Mey. et Scherb.) rizómákat (4.a ábra) alkalmaztunk anyanövényként.  
A megtisztított gyökereket fungazol kezelést követően steril perlitbe ültettük, és 
műanyag palackban hajtattuk (4.b ábra). A gyökéren újonnan kihajtott levéllemezek és 
levélnyelek eltávolítást követően 0,01% (v/v) Tween-80-at tartalmazó Na-hipoklorid 
vizes oldatával (3-szoros hígítás) 30 percen keresztül felületileg sterilizáltuk agitáció 
mellett, majd háromszor öblítettük steril desztillált vízzel (4.c ábra). Ezután a 
levéllemezeket és nyeleket 3,0% (m/v) szaharóz és 0,7% agar tartalmú Murashige-
Skoog által kidolgozott (116) MS táptalajra ültettük.  Ezt követően a felületileg 
sterilizált levéllemezeket, ill. nyeleket Agrobacterium rhizogenes A4, T37, 15834 és 
8196 törzsekkel inokuláltuk steril tű segítségével. A fertőzött növényi szerveket 22 ± 2 
°C-on, 12 órás foto-periódus mellett inkubáltuk. 
Kettő-négy héttel az inokulációt követően, a fertőzés helyén genetikailag különböző 
hairy root klónok jelentek meg melyeket elkülönítve izoláltunk. A baktériumok 
eliminációja érdekében az egyes klónokat antibiotikum tartalmú (1 g/l ampicillin 
(Sigma, Budapest, Magyarország) és 250 mg/l cefotaxim (Sigma)) szilárd MS táptalajra 
(+ 3,0 % (m/v) szaharóz, 0,7 % agarral szilárdítva) helyeztük, 4 hét után az átoltást 
azonos összetételű táptalajra megismételtük. Ezt követően kétszer 4 hétre 500 mg/l 
ampicillin (Sigma) és 125 mg/l cefotaxim (Sigma) antibiotikum tartalmú szilárd MS 
táptalajra oltottuk át a klónokat. A baktérium mentesítést követően 2% szaharóz 
tartalmú táptalajt alkalmaztunk. Felszaporítás céljából 40 ml folyékony antibiotikum 
mentes MS (agar mentes) táptalajt tartalmazó 100 ml-es Erlenmeyer lombikokban 
neveltük. A folyadék-kultúrákat 100 rpm-en rázószekrényben (Braun, Melsungen) 22 ± 



















4. ábra Sterilizált torma növényi szervek létrehozása. a: Királdi termőföldből 
származó Armoracia rusticana anyanövény gyökerek, b: steril perlitben, 
műanyag palackban kihajtott torma, c: a friss hajtások levélnyeleinek 
sterilizálása az agrobaktériumos inokuláció előtt. 
3.1.2. A géntranszformáció igazolása polimeráz láncreakcióval 
Az összes létrehozott HRC vonal DNS izolálását követően (Promega Kit, 
Madison, WI, USA) polimeráz láncreakcióval (PCR) igazoltuk a géntranszformációt. 
Negatív kontrollként az anyanövényből, pozitív kontrollként az A. rhizogenes A4 
baktérium tenyészetből izolált DNS-t alkalmaztuk. A PCR reakcióhoz RolC primereket 
(szintetizálta: Bio Basic Canada Inc. (106)) és Promega Kit-et használtunk. Soudek és 
mtsai (105) PCR programjának módosított változatát alkalmaztuk: denaturáció 2 perc, 
94 °C; amplifikációs ciklus 30-szor: 0,5 perc, 94 °C; 1 perc annotáció, 59 °C; 1,5 perc 
DNS szintézis, 72 °C; ezt követően a mintákat 4 °C-on tartottuk a Bio-Rad iCycler 
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készülékben (Hercules, CA, USA). Agaróz gélelektroforézist követően (55 V) UV fény 
alatt, 260 nm-en detektáltuk a rolC geneket. Az analízist 2 technikai ismétlésben 
végeztük el, azonos eredménnyel.  
3.1.3. Biomassza produkció 
A HRC-kat 40 ml folyékony MS tápközeget tartalmazó 100 ml-es Erlenmeyer 
lombikokban szaporítottuk fel. Rázószekrényben (Braun, Melsungen) 100 rpm-en, 22 ± 
2 °C-on, sötétben tenyésztettük a különböző klónokat. A friss hairy root csúcsok 
átoltása előtt a lemértük a friss tápközeget tartalmazó lombikok tömegét analitikai 
mérlegen. Miután steril lamináris fülkében átoltottuk a HRC-kat, lemértük az immár 
HRC csúcsokat és tápközeget is tartalmazó lombikok tömegét. A két mérés 
különbségéből megkaptuk az átoltott HRC tömegét. Négy hét elteltével a HRC-kről 
leitattuk a tápközeget, majd megmértük a friss tömegüket. A biomassza produkciót napi 
növekedési indexként (DGI) határoztuk meg (DGI = (végső tömeg/kiindulási 
tömeg)/tenyésztési napok száma (117)). A szárazanyag tartalom (%) meghatározásához 
száraz tömeget is mértünk liofilizált (Christ, Melsungen) mintákból. 
3.1.4. Folyadékkromatográfiás-elektrospay ionizációs-tömegspektrometriás vizsgálatok 
Minta előkészítés: négy hetes liofilizált minták vizes kivonatait analizáltuk 
folyadékkromatográfiás-elektrospay ionizációs-tömegspektrometriás (LC-ESI-MS/MS-
el). Pontosan bemért, hozzávetőleg 50 mg száraz tömegű (DW) mintákat 80 °C-on 5 
percen át hőkezeltük, hogy inaktiváljuk a MYR enzimet. Miután Eppendorf csövekben 
kvarchomokkal homogenizáltuk a mintákat, 1000 µl forrásban lévő steril bi-desztillált 
vizet adtunk hozzá. A mintákat vortexeltük, majd 90 °C-os vízfürdőbe helyeztük 10 
percre. A vortexelt mintákat 3000 rpm fordulaton 10 percig centrifugáltuk. A felülúszót 
azonos körülmények között újra cenrifúgáltuk, majd az így kapott felülúszót steril 
bidesztillált vízzel 5 ml-e hígítottuk, melyből 1,5 ml-t 0,22 µm RC membránon 
(FilterBio RC Syringe Filter; Labex Ltd.) szűrtük az analitikai vizsgálatokhoz. 
Reverz fázisú magas fázisú folyadékkromatoggráfia (RP-HPLC): Agilent 1100 
HPLC rendszert (Santa Clara, CA, USA) alkalmaztunk; oszlop: Zorbax SB-C18 (150 × 
3,0 mm; I.d 3,5 µm), 30 °C-on tartva; eluensek: A: 0,1% hangyasav, B: metanol; 0–30 
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perc: eluens B 10%-tól 40%-ig; 30–31 perc: eluens B 40%-tól 100%-ig; 31–37 
perc:eluens B 10%; áramlási sebesség: 0,3 ml/perc; injektálási mennyiség: 5 µl. 
ESI-MS/MS: Agilent 6410 Tripla Quadrupole készüléken Electrospray ion forrást 
alkalmaztunk, a méréseket negatív ion módban végeztük. 
ESI beállítások: nitrogén gáz hőmérséklet 350 °C, nebulizer nyomás 45 psi, szárító 
gáz áramlási sebesség 9 liter/perc, kapilláris feszültség: 3500 V, fragmentor feszültség: 
100 V; ütközési energia: 25–30 eV (szerkezettől függően). A ütközési energia, 
prekurzor és termék ionok adatait a 4. táblázat mutatja be. Az azonosítás Agneta és 
mtsai (2,118), Rochfort és mtsai (119), valamint Fabre és mtsai (120) tanulmányain, 
valamint autentikus sztenderdekkel (GLN and SIN) való összehasonlításon alapult. Az 
azonosított GLS-ok MS2 fragmenseit a 11. ábra szemlélteti az Eredmények fejezetben. 
A GLS-ok kvalitatív és kvantitatív mérését is végeztük. A kvantitatív mérésekhez GLN 
és SIN sztenderdek 4-4 pontos kalibrációját alkalmaztuk 0,066-33,333 g/ml 
tartományban. A kalibrációs egyenesek adatai a következők voltak: SIN: R2=0,9994; 
f(x)=1,020x+3,0043; GLN: R2=0,9998; f(x)=0,9843x+3,5342.  
Az alkalmazott módszer Bennett és mtsai (121), Argentieri és mtsai (122), Agneta 
és mtsai (118), valamint Sansom és mtsai (123) tanulmányain alapult. 
 3.1.5. Gázkromatográfiás-tömegspektrometriás vizsgálatok 
Mintaelőkészítés: friss, 4 hetes HRC mintákból pontosan bemért, 
megközelítőleg 350 mg friss mintákat dörzsöltünk el kvarchomokkal Eppendorf-
csövekben, majd lezárva 7 percig inkubáltuk. Ezt követően 700 µl acetont pipettáztunk 
hozzá, vortexeltük, majd centrifugáltuk 1 percig 13 000 rpm fordulaton. A felülúszót 
azonos körülmények között újra centrifugáltuk, majd 0,22 µm-es pórusátmérőjű RC 
membrán szűrőn (FilterBio RC Syringe Filter; Labex Ltd., Budapest, Magyarország) 
szűrtük az analízishez. Az eredményeket száraz tömegre vonatkoztatva határoztuk meg. 
Gázkromatográfiás-tömegspektrometria (GC-MS): Szűcs és mtsai (6) módszerének 
módosított változatát alkalmaztuk. Az injektálás split módban történt (15:1 split arány), 
injektálási mennyiség: 2 µl. A GC-MS analízist Agilent 6890 GC műszerrel végeztük, 
5973N tömeg szelektív detektorral, és Chrom Card Server Ver.1.2. szoftverrel (Santa 
Clara, CA, USA) felszerelve. Kapilláris oszlop: 30 m × 0,25 mm × 0,25 μm, SLB-5ms 
5% fenil-metil sziloxán. Vivő gáz: He. Áramlási sebesség: 1,6 ml/perc. Hőmérséklet 
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program: 50°C (3 perc); 15 °C/perc emelkedéssel 200 °C-ig (2 perc); 40 °C/perc 
emelkedéssel 280 °C-ig (1 perc). Analízis: 18 perc. MS körülmények: 70 eV ionizációs 
energia, 40–500 m/z tömeg tartomány (scan mód). Csúcs azonosítás: sztenderdek és 
retenciós idők alapján, ill. a tömegspektrumok és a NIST 05 könyvtár spektrumainak 
összevetése, és irodalmi adatok alapján (6,14,123,124) Az azonosítás a NIST 05 
könyvtár-, és irodalmi adatokon, valamint autentikus sztenderdekkel (PEITC és AITC) 
való összehasonlításon alapult. A fő komponenseket (PEITC, MeSPITC) a teljes ion 
kromatogramból (TIC, total ion chromatogram) integráltuk ki. A minor komponensek 
integrálása szelektív ion monitorizálás (SIM, selected ion monitoring) módban történt, a 
következő jellegzetes m/z termék ionok alapján: AITC (99; 72; 41), PECN (91; 65; 43), 
I3ACN (156; 155; 130; 101) (3. táblázat). Négy pontos kalibrációs egyenest 
készítettünk az AITC (Sigma) és PEITC (Sigma) sztenderdekből, 0,00976 µg/ml és 1,25 
µg/ml tartományban. Mindhárom biológiai ismétlés mérési sorozatát kalibrációval 
kezdtük, mely adatai a következők: 1.ismétlés: AITC: R2=0,9816; 
f(x)=1,1423x+7,7568; PEITC: R2=0,9776; f(x)=1,1429x+8,0328; 2.ismétlés: AITC: 
R2=0,9996; f(x)=0,9995x+8,0007; PEITC: R2=0,9950; f(x)=0,8845x+8,3040; 
3.ismétlés: AITC: R2=0,9999; f(x)=0,9356x+7,2445; PEITC: R2=0,9990; 
f(x)=1,1499x+7,7228. 
3.1.6. A mirozináz aktivitás vizsgálata gélelektroforézissel 
Minta előkészítés: Gonda és mtsai módszerével történt (16). A friss 4 hetes 
mintákat kvarc homokkal Eppendorf csövekben eldörzsöltük, majd 1:1 arányban (friss 
tömeghez viszonyítva) 20 mM pH = 6,5 Na-foszfát puffert adtunk a mintákhoz. A 
mintákat vortexeltük, majd 10 percig, 13 000 rpm-en, 4 °C-on centrifugáltuk. A 
felülúszóból Bradford próbával (125) meghatároztuk a kivonatok fehérje tartamát. Az 
enzim vizsgálatokat fehérje egységekre vonatkoztattuk. 
Gél elektroforézis: Gonda és mtsai módszerének megfelelően (16) a natív 
poliakrilamid géleken (5,7% gyűjtő/felső gél és 10 vagy 7,5% szeparáló/alsó gél) 100 
µg fehérje/µl-es mintákat vizsgáltunk, 5-szörös mennyiségű cracking pufferrel. 
Egyszerre 4 gélt elektroforetizáltunk 50 mA-el, 3 órán keresztül, 4°C-on, sötétben. A 
géleket kétszer mostuk desztillált vízzel, majd 1 mM-os Na-foszfát pufferrel amíg a pH 
szint le nem csökkent 7,3-ra.  
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A detektálás 1 mM Na-foszfátot (a teljes oldat 5%-a), 1 mM asszkorbinsavat (1%), 
0,01 % metilvörös indikátort (10 %), 2,5 mg/ml szinigrint (25%) és 59 % desztillált 
vizet tartalmazó oldattal történt. Az előhívó oldat metilvörös indikátort tartalma okozta 
az intenzív vörös band-eket a GLS-ok enzimreakciója során, mely következtében 
HSO4
2− szabadult fel. A kiértékelést CP Atlas 2.0 gélkép feldolgozó szoftverrel 
végeztük (zöld csatorna). 
3.1.7. Peroxidáz tartalom és aktivitás 
Minta előkészítés: a tenyésztési periódus végén (4 hét) begyűjtött mintákat 
kvarchomokkal homogenizáltuk Eppendorf csövekben. Ezt követően 50 mM pH = 7,5 
Na-foszfát puffert adtunk a mintákhoz 1:1 arányban (mg:µl). A mintákat vortexeltük és 
10 percig 13 000 rpm-en, 4 °C-on centrifugáltuk. A felülúszók fehérje tartamát 
Bradford próbával (125) határoztuk meg. Az enzim-vizsgálatok eredményeit aktivitás / 
fehérje egységben határoztuk meg (mmol pirogallol / perc / mg protein, mmol guaiacol / 
perc / mg protein). A gél elektroforézishez és spektrofotometriás méréshez M. Hamvas 
és mtsai (126) módszerét alkalmaztuk. A statisztikai elemzésekben az összes izoenzim 
teljes peroxidáz aktivitásával számoltunk. 
3.1.8. Statisztikai analízis 
A statisztikai analízist R 3.5.2. szoftverrel (127) végeztük és ggplot2 (128) 
csomaggal vizualizáltuk. A kémiai képletek és szerkezetek rajzolásához ChemAxon 
MarvinSketch programot használtunk (129). 
A multivariábilis statisztikai elemzéseket az összes vizsgált tulajdonság adataival 
végeztük. Főkomponens elemzéssel (PCA) vizsgáltuk az inokulált szerv alapján a két 
HRC csoportot. A box-plotok szemléltetik a statisztikai különbségeket a torma HRC-k 
eredetét tekintve két csoportja között (P-petiólum, LB- levéllemez) a következő 
tulajdonságokban: GLS-ok és bomlástermékeik, enzimaktivitások és általános 
paraméterek (P n = 11 és LB n = 10). Hőtérkép és hierarchikus klaszterezéssel 
vizsgáltuk a mért eredmények közötti korrelációkat és antikorrelációkat. A 
komponensek rendezése a skálázott és központosított jellemzők adatkészlete szerint a 
Minkowski távolságmátrix hierarchikus csoportos elemzésével kapott sorrend szerint 
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történt. A csoportosítást Ward módszerével végeztük. A szín arányos Pearson két 
jellemző közötti korrelációs értékével. 
3.2. A torma illóolaj antifungális hatásának, és hatásmechanizmusának vizsgálata 
3.2.1. Antifungális kísérletek során vizsgált izotiocianátok 
 A kísérleteinkben alkalmazott torma illóolaj at (torma illóolaj; fő komponensek: 
AITC 69 ± 2 v/v %; PEITC 18,8 ± 1,4 v/v %; minor komponensek: egy AITC izomer 
1,75 v/v %; butil-ITC 1,13 v/v %; butenil-ITC 0,35 v/v %; 4-pentenil-ITC 0,23 v/v %) a 
KELET PRODUCT Zrt. (Magyarország, Újléta) terméke. Az AITC és PEITC 
sztenderdek a Sigma-Aldrich Kft, (Magyarország) termékei. Mindhárom illóolajat - 20 
°C-on tároltuk. Közvetlenül a kísérletek előtt 1 v/v % koncentrációban feloldottuk yeast 
extract peptone dextrose (YPD) tápközegben, melyet 5 g/l élesztő kivonatból, 10 g/l 
dextrózból és 10 g/l peptonból készítettünk. Az így kapott torma illóolaj/AITC/PEITC-
YPD oldatokat 37 °C-on, 1 órán keresztül zárt Eppendorf csőben inkubáltuk, és 15 
percenként vortexeltük. 
 
3.2.2. Antifungális kísérletek során alkalmazott gomba törzsek 
 A következő gomba törzseket alkalmaztuk a kísérletek során: Candida albicans 
SC5314, Saccharomyces cerevisiae S288C, Aspergillus fumigatus AF293, Aspergillus 
nidulans FGSCA4. Valamennyi gomba törzs a Debreceni Egyetem Mikrobiális 
Biotechnológiai és Sejtbiológiai Tanszék törzsgyűjteményéből származott. A sarjadzó 
gombákat YPD agar táptalajon 30 °C-on tartottuk fenn, míg a fonalas gombákat 
minimál nitrát agar táptalajon 37 °C-on (130). A kísérletek előtt az élesztő gomba 
sejteket előtenyésztettük YPD tápközegben, 30 °C-on, egy éjszakán át. Az Aspergillus 
törzsek esetében 6 napos agaros táptalajon tenyésztett konídiákkal dolgoztunk. 
 
3.2.3. A torma illóolaj antifungális hatásának vizsgálata 
 A torma illóolaj illékony fázis antifungális hatásának teszteléséhez a 4 vizsgált 
gomba törzset a megfelelő táptalajon 4 részre osztott Petri csészében tenyésztettük. Az 
egyes rekeszekbe 5 l 1 x 105 számú élesztő sejtet (Saccharomyces cerevisiae S288C, 
Candida albicans SC5314) vagy konídiumot (Aspergillus fumigatus AF293, Aspergillus 
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nidulans FGSCA4) tartalmazó szuszpenziót inokuláltunk. A sarjadzó gombákat YPD, a 
fonalas gombákat minimál nitrát agaros táptalajon lettek tenyésztettük. A tiszta torma 
illóolaj-t (1 l) vagy 100 l 10-szeres hígítású torma illóolaj-YPD oldatot, (mely 1 l 
tiszta illóolajat tartalmazott) egy szűrőpapírra csöppentettük, a szűrőpapírt a Petri csésze 
osztatának közepére helyeztük. A kultúrákat 24 °C-on 5 napig inkubáltuk. A kísérletet 2 
alkalommal, alkalmanként 3-3 párhuzamos mintával végeztük el.  
 A torma illóolaj antifungális hatását MTT-teszttel (131) folyadék fázisban is 
vizsgáltuk. A gomba törzseket 1 ml 0-5 l torma illóolaj/ ml YPD oldatot tartalmazó 
YPD tápközegben tenyésztettük. A tápközeget 1 x 104 élesztő sejttel vagy konídiával 
inokuláltuk, és 24 °C-on 1 napig inkubáltuk. A sejteket 0,05 ml 5 mg/ml-es MTT (3-
(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólium-bromid) oldattal kezeltük 4 órán 
keresztül, ezt követően 0,3 ml HCl-SDS oldatot (20 m/v % SDS feloldva 20 mM-os 
HCl oldatban) adtunk a tenyészethez, melyet további 20 órán keresztül inkubáltunk. A 
mintákat centrifugáltuk (10 perc, 20 °C, 3000 rpm) és a felülúszóból a keletkezett MTT-
formazánt detektáltuk spektrofotométerrel 550 nm-en. A mikróbák növekedését az 
MTT-formazán képződés alapján karakterizáltuk, és IC50 értékeket (az a torma illóolaj 
koncentráció, mely 50 %-os gátlást okoz a mikroorganizmusok növekedésében) 
számítottunk mind a 4 vizsgált törzsre. 
A torma illóolaj, AITC és PEITC növekedést gátló hatását rázatott C. albicans 
kultúrákban is teszteltük. 0-2,5 l/ml tápközeg torma illóolaj-, AITC- vagy PEITC-YPD 
oldatokat tartalmazó 20-20 ml YPD tápközeget inokuláltunk C. albicans 1 éjszakás 
előtenyészetével (kezdeti OD640 = 0,1). Az így létrehozott tenyészeteket 37 °C-on, 140 
rpm-en 12 órán keresztül inkubáltuk, majd 640 nm-en mértük az optikai denzitást. 
Minden vizsgált koncentrációt 3 párhuzamos tenyészeten vizsgáltunk. Az átlag ± szórás 
értékeket 4 párhuzamosan végzett kísérlet alapján számítottuk. 
 
3.2.4. „Time-kill assay” 
 20-20 ml YPD tápközeget tartalmazó Erlenmeyer lombikokba inokuláltunk C. 
albicans sejteket, és 37 °C-on, 140 rpm-en inkubáltuk, amíg az OD640 elérte a 0,6-0,7-es 
értéket (kiindulási OD640 = 0,1). A kultúrákat a következő koncentrációjú torma illóolaj-
YPD oldatokkal kezeltük: 0; 0,025; 0,25 vagy 2,5; 5; 25 l/ml, a változásokat az OD640 
értékeken keresztül követtük. A tenyészeteket tovább inkubáltuk 37 °C-on és 140 rpm-
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en 24 órán keresztül. A kezeléstől számított alábbi időpontokban vettünk mintákat az élő 
sejtszám meghatározásához: 0, 3, 6, 9, 12 és 24 óra. A „0” időpontban vett mintákat 1 x 
103 sejt/ml-re hígítottuk, mely szuszpenzióból 100 l mennyiséget szélesztettünk YPD-
agar táptalajt tartalmazó Petri csészékre. A sejt sűrűségtől függetlenül a fent leírt hígítási 
lépéseket végeztük el valamennyi mintából. A Petri csészéket 37 °C-on 1 napig 
inkubáltuk, majd meghatároztuk a kialakult telepek számát. Az átlag ± szórás értékeket 
3 párhuzamos kísérlet alapján számítottuk.  
 
3.2.5. Analitikai vizsgálatok molekuláris biológiai módszerekkel 
A C. albicans sejeket YPD tápközegben, 37 °C-on, 140 rpm-en tenyésztettük. 
Amikor az OD640 elérte a 0,6-os értéket, a tenyészeteket 0-2,5 l/ml torma illóolaj-YPD 
oldatal kezeltük, majd 3 órával a kezelés után mintát vettünk. A szuperoxid képződés 
méréséhez a kultúrákat 3 órával az illóolaj-YPD kezelést követően dihidroetídiummal 
kezeltük, és a képződött etídiumot (Et) detektáltuk. A GSH, GSSG tartalmakat és a 
specifikus enzim aktivitásokat 3 órával a kezelést követően detektáltuk. Az átlag ± 
szórás értékeket 3 független kísérlet alapján számítottuk és ábrázoltuk. A kísérletet 
AITC-al és PEITC-al is elvégeztük.  
A sejtek szuperoxid tartamán kívül a következő enzimek aktivitását mértük a korábbi 
tanulmányokban (132,133) leírtak alapján: kataláz, szuperoxid diszmutáz (SOD), 
glutation reduktáz (GR), glutation-S-transzferáz (GST) és glutation peroxidáz (GPx). Az 
átlag ± szórás értékeket 3 független kísérlet alapján számítottuk. 
A minták glutation (GSH) és oxidált glutation (GSSG) tartamát NADPH-GR-
DTNB teszttel (134) határoztuk meg Fekete és mtsai (132) és Jakab és mtsai (133) által 
kidolgozott módszerek alapján. 
 
3.2.6. A torma illóolaj és GSH, GSSG vagy GR közötti reakciók tanulmányozása 
GSH-t (50 mM), GSSG-t (50 mM) vagy GR-t (35 U/ml) inkubáltunk 0,1 M Na-
foszfát pufferban (pH = 7,5) 1 l/ml torma illóolaj-val vagy nélkül, 0,5 órán keresztül, 
szobahőmérsékleten. Az inkubációt követően a minták GSH és GSSG tartalmát, 





3.2.7. A torma illóolaj és diamid, menadion-Na-biszulfit (MSB) és 1-kloro-2,4-
dinitrobenzol (CDNB) interakciójának vizsgálata  
Az interakciókat 1 ml YPD tápközegben Candida albicans SC5314 sejteken 37 
°C-on, 1 napos tenyésztéssel végeztük. Előkísérletek során a torma illóolaj-YPD számos 
koncentrációját teszteltük kombinálva a H2O2, diamid, MSB és CDNB számos 
koncentrációjával. Ezek alapján a torma illóolaj-YPD és diamid (tiol csoportok 
eloxidálása (135)) vagy MSB (redox ciklusban O2- képződés, 4Fe-4S fehérjék 
károsodása (135)) között antagonista interakciót, a torma illóolaj-YPD és CDNB (GSH 
pool kiürítés (136)) között szinergista interakciót, míg a torma illóolaj-YPD és H2O2 
között semmilyen interakciót nem feltételeztünk. Ezért a H2O2-ot elhagytuk a további 
kísérletek során, és a további kísérleteket arra hegyeztük ki, hogy kimutassuk az 
antagonizmus jelenlétét a torma illóolaj-YPD és diamid vagy MSB között, és a 
szinergizmust a torma illóolaj-YPD és CDNB között. 
1-1 ml YPD tápközeget kiegészítettünk 0; 0,13 vagy 0,25 l/ml torma illóolaj-YPD-vel 
és/vagy 9,6 vagy 16 M MSB-vel, 6 vagy 10 M diamiddal, 0,03 vagy 0,06 M 
CDNB-vel és 1 x 104 számú C. albicans sejttel inokuláltuk. Mindegyik kultúrát 37 °C-
on 1 napig inkubáltuk. A növekedés mértékét az optikai denzitás mérésével határoztuk 
meg 640 nm-en. Interakciós rátát (IR) számítottunk az Abbott formulával: IR=Io/Ie, 
ahol Io a mért és Ie a vélt százalékos növekedés gátlás, melyet a két tesztelt komponens 
együttesen okoz. Ie = X1+X2-(X1X2/100), ahol X1,2 jelenti a két tesztelt komponens 
egyenkénti növekedés gátló hatását. IR > 1,5 érték szinergista, 1,5 > IR > 0,5 additív, és 
IR < 0,5 antagonista interakciót jelent (137). Átlag ± szórás értékeket 3 független 












4.  EREDMÉNYEK 
4.1. Hairy root kultúrák létrehozása, valamint enzim- és hatóanyagtartalmuk 
vizsgálata 
4.1.1. In vitro HRC-k 
Az 50 izolált HRC vonalból 21 volt életképes; 11-et a levéllemez fertőzéséből 
(ArLB, Armoracia rusticana Leaf Blade, 5.a és 5.b ábra), 10-et pedig a levélnyél 
inokulálásából (ArP, Armoracia rusticana Petiolum, 5.c ábra), izoláltunk (5. és 6. ábra). 
Az összes életképes vonalat az A. rhizogenes A4 törzzsel való inokulálással hoztuk 
létre. A T37, 15834 és 8196 A. rhizogenes törzsekkel való fertőzéssel mindössze néhány 
vonalat kaptunk, melyek az antibiotikumos kezelés alatt (6.a ábra) instabilnak 
bizonyultak. A biomassza felszaporítás a Módszerek fejezetben leírtak szerint folyékony 







5. ábra Kettő-négy héttel az inokulációt követően, a fertőzés helyén 
genetikailag különböző hairy root klónok jelentek meg. a és b: levéllemezen 











6. ábra Torma hairy root kultúrák a: fenntartása antibiotikumos szilárd agaros, 
b: felszaporítása folyékony MS táptalajon. Hairy root-ok morfológiája a 
levegőbe nyúló csúcsokon c: szilárd agaros-, d: folyékony MS táptalajon. 
4.1.2. Morfológiai értékelések és biomassza produkció 
A HRC-k morfológiai tulajdonságai közül az elágazó és járulékos hajtás képző 
képességet, valamint a GLS mérések vizes kivonatainak rózsaszín színét vizuálisan 
értékeltük, a kapott értékeket felhasználtuk a multi-statisztikai elemzéshez (6. táblázat, 
7. ábra). 
A biomassza produkció jellemzéséhez napi növekedési indexet (DGI) és 













7. ábra Az Agrobacterium rhizogenes A4-es törzzsel transzformált Armoracia 
rustica HRC-k vizuálisan értékelt morfológiai különbségei (a)-(c): járulékos 
hajtásképződés (AddShoot); értékek: (a): 0; (b): 1; (c): 2. (d)-(f): Elágazás 







8. ábra Az Agrobacterium rhizogenes A4-es törzzsel transzformált Armoracia 




4.1.3. A géntranszformáció igazolása 
A HRC-kba beépült bakteriális RolC gén jelenlétét minden klón esetében 
megerősítettük PCR analízissel. Pozitív kontrollként az A. rhizogenes A4 törzs DNS-ét, 





9. ábra Armoracia rusticana HRC-k PCR analízise a: ArP vonalak, b: Ar LB 
vonalak.  
4.1.4. GLS-ok azonosítása a torma HRC-kban LC-ESI-MS/MS analízisssel 
A jellegzetes fragmensek (110,118,120–124) alapján (11. ábra), hét GLS-ot 
azonosítottunk (10. ábra, 3. táblázat) a HRC-k vizes kivonatából, melyek a 
következők: 1: szinigrin (SIN); 2: glükoiberverin (IBER), 3; glükoibarin (GIB); 4: 
glükobrasszicin (BRASS); 5: glükonaszturtiin (GLN); 6: 4-metoxi-glükobrasszicin, 
vagy neoglükobrasszicin (NEO); 7: glükaorabishirsutain (ARAB). A detektált 
GLS-ok az oldalláncaik alapján különböző osztályokba sorolhatóak; alifás, aromás, 







3. táblázat: Armoracia rustica HRC-kból LC-ESI-MS/MS-el (feltételesen) 
















1 SIN 358 2,22 alifás 195,1; 97,0; 75,3 30 
2 IBER 406 2,98 alifás 258,8; 97,0; 75,1 30 
3 GIB 478 3,71 alifás 414,0; 97,0 25 
4 BRASS 447 7,06 indol 258,8; 205,0; 96,9; 75,0 25 
5 GLN 422 9,69 aromás 259,0; 180,2; 97,0; 75,2 25 
6 NEO 477 11,63 indol 259,1;195,2; 74,7; 96,8  25 
7 ARAB 462 17,08 alifás 274,9; 97,0; 74,8 30 












10. ábra Az Agrobacterium rhizogenes A4-es törzzsel transzformált 
Armoracia rustica HRC-kból LC-MS/MS-el mért reprezentatív BPC szken 
kromatogram. Azonosított és feltételesen azonosított természetes GLS-ok: 1: 
szinigrin; 2: glükoiberverin, 3: glükoibarin; 4: glükobrasszicin; 5: 






11. ábra Az Armoracia rusticana HRC-kből azonosított és feltételesen 
azonosított GLS-ok fő MS2 fragmensei. a: Szinigrin: 195,1; 96,9; 75,3; b: 
glükoiberverin: 274,7;  259,1; 79,0; 74,9; c: glükoibarin: 414,0; 97; d: 
glükobrasszicin: 258,7; 205,2; 162,6; 96,8; 75,0; e: glükonaszturtiin: 259,0; 
229,0; 180,2; 97,0; 75,2; f: 4-metoxi- vagy neoglükobrasszicin: 195,0; 97,0; g: 
glükaorabishirsutain: 274,9; 97,0; 74,8.  
A jellegzetes GLS fragmensek 259 (szulfoglükóz) és 75 (H3SCN), mindegyik 
feltételesen azonosított GLS molekulában jelen voltak, minimum minor 
fragmensként. A 97-es fragmens (HSO4) minden vizsgált GLS molekulában bázis 
fragmensként volt jelen (10. ábra). A komponensek azonosítása irodalmi adatokkal 
(118–120) és sztenderdekkel (GLN és SIN) való összehasonlításon alapult.  
A multivariábilis statisztikához felhasznált kvantitatív mérési eredményeket a 
6. táblázat tartalmazza. 
4.1.5. GLS bomlástermékek - ITC-ok és nitrilek detektálása torma HRC-kból GC-MS 
vizsgálatokkal  
A PEITC, a glükonaszturtiin (GLN) bomlásterméke (4. táblázat, 12. ábra) bizonyult 
a torma HRC-k ITC főkomponensének. Nem minden detektált GLS ITC párja volt 
kimutatható a GC-MS mintákból (12. ábra, 5. táblázat). Például az aromás ITC/nitril 
komponensek nem voltak dominánsak, de a 3-metiltiopropil-ITC (MeSPITC), ami a 
glükoiberverin (IBER) terméke, nagy mennyiségben volt jelen a mintákban. A jelenség 
hátterében állhat a HRC-k eltérő MYR enzim mintázata (későbbi fejezetekben 
részletezve). 
Annak ellenére, hogy 7 GLS-ot detektáltunk, bomlástermékeik közül mindössze 3 
ITC-ot (AITC, MeSPITC, PEITC), és 2 nitrilt tudtunk azonosítani (12. ábra, 4. 
táblázat), melyek közül a 3-fenilpropionitril (PECN, 5. táblázat) a fő GLS, a GLN 
hidrolitikus bomlásterméke (114,121).  





4. táblázat: Agrobacterium rhizogenes A4 törzzsel transzformált Armoracia 

















1 AITC 99 4,6 Alifás 99; 72; 41 (SIN) 
2 PECN 131 9,3 Alifás 91; 65; 43 (GLN) 
3 MeSPITC 147 10,0 Alifás 101; 72; 61; 41 (IBER) 
4 PEITC 163 11,4 Aromás 163;105; 91 (GLN) 
5 I3ACN 155 14,4 Indol 




1 retenciós idő 
 
12. ábra Az Agrobacterium rhizogenes A4-es törzzsel transzformált Armoracia 
rustica HRC-kból GC-MS-sel mért reprezentatív XIC kromatogram. Azonosított 
és feltételesen azonosított természetes GLS bomlástermékek: 1: AITC; 2: PECN; 





5. táblázat GLS-ok, és enzimatikus ITC és nitril termékeik (6,138–140).  
GLS 
GLS hidrolitikus termékei 
ITC Nitril (115,141) 
Szinigrin (SIN)a Allil-ITC (AITC) a Allil-cianid 




Glükoibarin (GIB) a 7-(metilszulfinil)-heptil-ITC NA 
Glükobrasszicin (BRASS) a 3-indolilmetil-ITC 
indol-3-acetonitril 
(I3ACN) a 













Jelölések: a: Komponensek, melyeket a vizsgálataink során detektáltunk az A. rusticana 










4.1.6. Torma HRC-k enzim tartama 
4.1.6.1. MYR aktivitás 
Natív poliakrilamid géleken 3 különböző MYR izoenzimet figyeltünk meg (13. 
ábra). Az ArP és ArLB csoportokba tartozó HRC-k látható variábilitást mutatnak. A 
Myr2 izoenzim szinte minden klónban jelen volt (13 ábra, 6. táblázat). Néhány HRC 
(ArLB113, ArLB116, ArP23) 3 izoenzimet is tartalmazott. A HRC-k különböző 






13. ábra Torma (Armoracia rusticana) HRC-k MYR aktivitásának detektálása 
natív poliakrilamid gélen, a: levélnyélből létrehozva (ArP), b: levéllemezből 
létrehozva (ArLB) látható variábilitást mutat.  
4.1.6.2. Peroxidáz tartalom és aktivitás 
Irodalmi adatok alapján (86,102) a torma HRC-k torma peroxidázt (HRP) 
termelnek. A két alkalmazott módszer (gél analízis és spektrofotometria) összevethető 
eredményeket adott (6. táblázat) mindkét vizsgált szubsztráttal (pirogallol, gvajakol), a 




























14. ábra Armoracia rustica HRC-k torma peroxidáz (HRP) gél-analízise. 
Minták: R, torma gyökér; L, in vitro torma növényke levele; levéllemezből 
létrehozott HRC-k (“ArLB”, 101-120); levélnyélből létrehozott HRC-k (“ArP”, 
























4.1.7. A torma különböző növényi szerveinek inokulálása agrobaktériummal, különböző 
tulajdonság-mintázattal rendelkező HRC-kat eredményezett  
A multivariábilis statisztikai elemzés során a vizsgált tulajdonságok között (mint pl. 
természetes termék komponensek koncentrációja, enzim aktivitások, és biológiai 
adatok: növekedési érték, száraz tömeg, stb., 6. táblázat) érdekes pozitív és negatív 
korrelációkat figyeltünk meg, melyeket az alábbiakban részletezek.  
Számos szignifikáns különbséget találtunk az ArP és ArLB vonalak között (ArP: 
levélnyélből létrehozott HRC-k; ArLB: levéllemezből létrehozott HRC-k) (15. ábra, 7. 
táblázat). Valamennyi szignifikánsan különböző tulajdonságban az ArLB vonalak 
rendelkeztek magasabb értékekkel. A DGI (napi növekedési index) nagyobb volt az 
ArLB vonalakban (16.a ábra, p = 0,04864), míg az egyéb növekedési paraméterek 
(szárazanyag tartalom %, DWpc) nem volt szignifikánsan eltérő a két csoport között 
(16.b ábra, p = 0,83269). Az enzimek közül a MyrB2 izoenzim aktivitása volt az ArLB 
vonalakban magasabb, de nem szignifikánsan (16.c ábra; p = 0,08308). A GLS-ok közül 
az összes alifás (SIN, 16.d ábra, p = 0,00730; IBER, p = 0,03864; GIB, p = 0,00278; 
ARAB, p = 0,03068), valamint két aromás (BRASS, 16.e ábra, p = 0,00291; NEO, p = 
0,00153) volt számottevően nagyobb mennyiségben kimutatható az ArLB klónokból (7. 
táblázat). A GLS bomlástermékeket tekintve, mindössze két nitril mutatott szignifikáns 
különbséget az ArP és ArLB vonalak között (PECN, 16.f ábra, p = 0,00072 és I3ACN; 
16.g ábra, p = 0,00025), melyek prekurzorai a GLN, ill. a BRASS. Meglepő módon a 
GLN szubsztrát nem mutatott szignifikáns eltérést a két csoport között (16.h ábra, p = 
0,09426). A gélen detektált HRP aktivitás az ArLB klónokban szignifikánsan magasabb 



















15. ábra Főkomponens elemzés (PCA, principal component analysis) pont 
diagrammja a torma (Armoracia rusticana) HRC-k összes vizsgált változója 
alapján; GLS tartalom, ITC tartalom, valamint enzim aktivitás/mintázat. a: A 
főkomponens elemzés (PCA) pont diagrammja különböző HRC-okat mutat a 








szervekből származó vonalakat különböző színek jelölik: piros—petiólum, 
kék—levéllemez. b: A tulajdonságok (loading values) hozzárendelése a HRC-
kre kapott értékekhez a főkomponens 1 síkban (PC1, principle component 1). 
c: A tulajdonságok (loading values) hozzárendelése a HRC-kre kapott 
értékekhez a főkomponens 2 síkban (PC2, principle component 2).  
Ahogyan a 15.a ábra szemlélteti, a HRC-k két csoportra különülnek el az inokulált 
szerv eredete alapján (ArP: petiólum; ArLB: levéllemez), mindkét csoport laza klasztert 
alkot, néhány szorosabb alcsoporttal. A PC1 pimenzióban (15.a ábra) jól látható, hogy a 
két csoport a szerv-eredet alapján különül el (levélnyél versus levéllemez). A PC1 
„loading plot” (15.b ábra) alapján jól megfigyelhető, hogy a két csoport közötti 
különbségek elsősorban GLS (GIB, NEO, SIN, BRASS, ARAB, IBER és GLN) 
tartalomból és a peroxidáz aktivitásból következnek, és nem a biomassza 
paraméterekből (pl. szárazanyag tartalom (DWpc), fehérje tartalom (ProtCont)). Amíg 
az ArP csoport tagjai 0,0272 ± 0,0710 µg/mg SIN-t tartalmaztak, az ArLB esetében a 
koncentrációk egy nagyságrenddel magasabbak voltak 0,2194 ± 0,3015 µg/mg (p < 
0,01). Az ArP és ArLB HRC-k GLN tartalma 1,2926 ± 4,2789 µg/mg, valamint 2,4240 
± 4,0377 µg/mg volt, de ez a különbség statisztikailag nem szignifikáns (p = 0,3760). 
Az ArP klónok szárazanyag tartalma 10,47 ± 1,49 %, az ArLB vonalaké 10,86 ± 0,80 % 
volt (p = 0,4818). A csoportokon belüli különbségekért (PC2 15.c ábra) mindkét 
alcsoportban elsősorban a szárazanyag tartalom (%), protein tartalom, és meglepő 







7. táblázat Statisztikai különbségek a vizsgált tulajdonságokban (változók) az 
inokulált szerv (levélnyél vagy levéllemez) alapján elkülönült két torma HRC 
csoport között. 
Változók p érték Szignifikancia 
Branching 0,06823  
AdShoots 0,43899  
PinkExtract 0,05616  
DWpc 0,83269  
DGI 0,04864 * 
MyrB1 0,76511  
MyrB2 0,08308  
MyrB3 0,66652  
SIN 0,00730 ** 
IBER 0,03864 * 
GIB 0,00277 ** 
BRASS 0,00291 ** 
GLN 0,09426  
NEO 0,00153 ** 
ARAB 0,03068 * 
AITC 0,10321  
PECN 0,00072 *** 
MeSPITC 0,34163  
PEITC 0,48132  
I3ACN 0,00025 *** 
ProtContent 0,94386  
HRP_pg 0,62207  
HRP_gu 0,23127  
HRP_pg_AUC 0,01124 * 
HRP_gu_AUC 0,00745 ** 
Jelölés: Statisztikai szignifikancia: t-teszt, két-oldalú, *** p < 0,001; ** p < 




16. ábra A box-plotok szemléltetik a statisztikai különbségeket a torma HRC-k 
két csoportja között (P-petiólum, LB-levéllemez) a következő 
tulajdonságokban: GLS-ok és bomlástermékeik, enzimaktivitások és általános 
paraméterek A szignifikáns különbségek jelölése: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** 
p < 0,001; Kruskal–Wallis teszt. Alábrák: a: napi növekedési index (DGI); b: 
száraz tömeg % (DWpc); c: mirozináz (MYR), a gél-analízis során kapott 
második band aktivitása; d: szinigrin (SIN) tartalom (µg/mg); e: 
glükobrasszicin (BRASS) tartalom (abundancia); f: 3-fenilpropionitril (PECN) 
tartalom (abundancia); g: indol-3-acetonitril tartalom (abundancia); h: 
glükonaszturtiin taratalom (µg/mg); i: torma peroxidáz (HRP) aktivitás, 
gvajakol szubsztráttal, gél-analízissel mérve.  
DOI:10.14753/SE.2020.2360
51 
A hőtérképen (17. ábra) jól látható a növekedés versus másodlagos anyagcsere 
termékek termelése, számos komponens szintézise (NEO, BRASS, IBER, GLN, ARAB, 
I3ACN) és a biomassza produkció (DGI, DWpc) közötti negatív korreláción keresztül. 
Az ArP klónokban a GLS-ok (GLN, BRASS, SIN) a HRP (HRP_pg, HRP_pg_AUC) 
aktivitással is negatív korrelációt mutatnak. Ez a jelenség feltehetően a tápanyag 
felhasználási arány korlátozásának tulajdonítható; az önfenntartási és növekedési 
folyamatok, valamint a védelmi metabolitok bioszintézise verseng az erőforrásokért. 
Mivel a GLS bioszintézishez nem csak szénre, hanem kénre és nitrogére is szükség van, 
így a jelenség sokkal jelentősebb, mint egyéb speciális/szekunder metabolitok esetében. 
A MyrB2 és egyes bioaktív komponensek közötti összefüggéseket a 18. ábra 




   
 
17. ábra a: A petiólumból, b: levéllemezből indukált HRC vonalak korrelációs 
hőtérképe és hierarchikus klaszterezése. A szín arányos Pearson két jellemző 




18. ábra Korrelációk a MYR enzimaktivitás-és GLS bomlástermékek jelenléte 
között Armoracia rusticana HRC-k különböző vonalaiban. Tengelyek: 
MeSPITC, 3-metiltiopropil-ITC (abundancia mérés GC-MS-sel); MyrB2, gél 
kiértékeléssel mért mirozináz izoenzim aktivitás; PECN - 3-fenil-propionitril 
(abundancia mérés GC-MS-sel). 
 
4.2. A torma illóolaj antifungális hatásának vizsgálata 
4.2.1. A torma illóolaj szignifikáns antifungális hatása 
 Kísérleteinkben a torma illóolaj figyelemre méltó antifungális hatását 
tapasztaltuk légtérbe párologtatva Saccharomices cerevisiae-n és Aspergillus nidulans-
on, valamint a humán patogén Candida albicans-on és A. fumigatus-on tesztelve (19. 
ábra). A várakozásoknak megfelelően a tiszta illóolaj (19.c ábra) hatásosabb volt, mint 
azonos mennyiségben YPD tápközegbe oldva (19.b ábra). A torma illóolaj folyadék 
kultúrákhoz adagolva is erős antifungális hatást mutatott (20.a ábra). Az IC50 értékeket 1 
ml-es mikro-kultúrákból MTT-teszt segítségével határoztuk meg (132), melyek rendre 
5, 6, 10 és 13 l torma illóolaj-YPD/ml tápközeg (körülbelül 0,05, 0,06, 0,1 és 0,13 g 
torma illóolaj/ml kultúra) értékűnek bizonyultak S. cerevisiae, C. albicans, A. nidulans 












 19. ábra A torma illóolaj antifungális aktivitása légtérbe párologtatva. 
Saccharomyces cerevisiae S288C (1), Aspergillus fumigatus AF293 (2), Candida 
albicans SC5314 (3) és Aspergillus nidulans FGSCA4 (4) törzsek. A tenyészeteket 
a: kezelés nélkül, vagy b: 1l torma illóolaj/100 l YPD  vagy c: 1 l tiszta torma 
illóolaj légtérbe párologtatásával neveltük.  
4.2.2. A torma illóolaj erősebb növekedésgátló hatást mutatott, mint a főkomponensei 
önmagukban 
 A torma illóolajat 20 ml-es rázatott C. albicans kultúrákon is vizsgáltuk, hogy 
több információhoz jussunk antifungális hatását illetően. Az Aspergillus fajok esetében 
a növekedésük biztosításához szükséges rázatási frekvencia (220 rpm) feltehetően 
jelentősen lecsökkentette a torma illóolaj folyékony fázisban tartását, ami gyenge 
ismételhetőséget eredményezett. A torma illóolaj, hasonlóan a főkomponenseihez 
(AITC és PEITC) nagymértékben gátolta a C. albicans kultúrák növekedését (20. ábra). 
Annak ellenére, hogy a torma illóolaj, AITC és PEITC antifungális aktivitása 
hasonlónak bizonyult, a növekedést gátló hatás a torma illóolaj esetében (20.a ábra) 
szignifiánsan magasabb volt, mint az AITC (20.b ábra) vagy PEITC (20.c ábra) 
hatására. Az AITC erősebb gátló hatást mutatott, mint a PEITC (20. ábra). 
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20. ábra A torma illóolaj, AITC és PEITC hatása Candida albicans SC5314 
törzs növekedésére. 0 (■); 0,025 (□); 0,25 (●) vagy 2,5 (○) l torma illóolaj-
YPD/ml tápközeget (a), AITC-YPD-t (b) vagy PEITC-YPD-t (c) oldatokat 
tartalmazó YPD tápközegben tenyésztett Candida albicans rázatott kultúrák 
növekedési görbéi. Megjegyzés: néhány esetben a szórás jelei nem láthatóak, 
mert kisebbek, mint a használt szimbólum.   
A PEITC növekedést csökkentő hatása szignifikánsan kisebb volt (Student’s t-
teszt, n=4, p < 0,05), mint a torma illóolaj-é vagy az AITC-é, 0,025 l ITC-YPD/ml 
(a kísérlet kezdetétől számított 4. és 10 óra között), valamint 0,25 l ITC-YPD/ml 
tápközeg (a kísérlet kezdetétől számított 6. és 12. óra között). Az AITC 
növekedésgátló hatása szignifikánsan alacsonyabb volt (Student’s t-teszt, n=4, p < 
0,05), mint a torma illóolajé 0,025 és 0,25 l ITC-YPD/ml oldatot alkalmzva (a 
kísérlet kezdetétől számított 6. és 8. óra között). 
4.2.3. A torma illóolaj nagy koncentrációban fungicid 
 Time-kill assay-vel demonstráltuk, hogy a torma illóolaj inkább fungicid 
(fungitoxikus) mint fungisztatikus C. albicans sejteken tesztelve. A torma illóolaj 
néhány óra elteltével elpusztította a gomba sejteket (21. ábra). A kísérleteink során 1-2 
esetben néhány sejt túlélte még a 25 l torma illóolaj-YPD/ml tápközeges kezelést is 
(21.b ábra). Viszont érdekesképpen a túlélőket csak az idősebb tenyészetekben tudtuk 
kimutatni. A jelenség azt sugallja, hogy mindössze néhány sejt (a detektálási limit alatt) 
maradt életben az illóolajos kezelés hatására, majd a torma illóolaj tenyészetekből való 
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elpárolgását követően a túlélő sejtek újra elkezdtek növekedni, így az idős 
tenyészetekben a sejtsűrűség elérte újra a kimutatási határt.  A túlélő sejtek újabb 
kísérletekben nem mutattak megváltozott torma illóolaj érzékenységet, ami azt mutatja, 
hogy a túlélésük nem mutációnak, hanem fiziológiai adaptációnak tulajdonítható. 
21. ábra Time-kill assay Candida albicans SC5314 törzsön. az OD640=0,6-os 
Candida albicans tenyészeteket a következő koncentrációjú torma illóolaj-YPD 
oldatokkal kezeltük: 0 (■); 0,025 (□); 0,25 (●) vagy 2,5 (○); 5 (♦); 25 (◊) l/ml. b: 
A kezelést követően az élő sejtszám meghatározásához rendszeresen vettünk 
mintákat: 0 óra (fekete), 3 óra (sötét szürke), 6 óra (szürke) 9 óra (világosabb 
szürke), 12 óra (legvilágosabb szürke) és 24 óra (fehér). Megjegyzés: a magasabb, 
mint 1000 kolónia / Petri-csésze értékeket 1000 kolónia / Petri-csésze oszloppal 
ábrázoltuk. A szórás értékek kisebbek voltak, mint 20 %. 
4.2.4. A torma illóolaj in vitro interakciója redukált és oxidált glutationnal és glutation 
reduktázzal 
 A torma illóolaj (1 l/ml) 0,5 órás inkubálási periódust követően 84 ± 5 %-kal 
csökkentette az 50mM kiindulási koncentrációjú minták GSH tartalmát, valamint 42 ± 7 
%-al a kiindulási 35 U/ml GR (S. cerevisiae-ből) aktivitását. GSSG esetében (50 mM 




4.2.5. A torma illóolaj oxidatív stresszt indukált, és koncentráció függő módon kiürítette 
a glutation raktárakat 
 A torma illóolaj C. albicans sejteken már közepes koncentrációban (0,25 l 
torma illóolaj-YPD/ml tápközeg) oxidatív stresszt generált. Az oxidatív stresszt 
jellemezte a sejtek megemelkedett szuperoxid szintje (22. ábra), az indukált specifikus 
GR, GPx, kataláz és SOD aktivitás (8. táblázat). A GSH és GSSG tartalom viszont 
meglepő módon nem változott, a kultúra növekedése mégis csökkent (20. ábra). 
Magasabb koncentrációban (2,5 l torma illóolaj-YPD/ml tápközeg), rövid (3 órás) 
expozíció viszont kiürítette a GSH poolt (8. táblázat), miközben a szuperoxid szint 
erősen megnövekedett (22. ábra), és azonnal megölte a sejteket (20. ábra), még az 
antioxidáns enzimek indukálódása előtt (8. táblázat). Az AITC és PEITC hasonló hatást 
mutatott a GSH metabolizmusra, valamint a szuperoxid és antioxidáns enzim 












22. ábra A torma illóolaj-YPD kezelés hatása a Candida albicans SC5314 
törzs szuperoxid termelésére.  
 * - Szignifikáns különbség a kezeletlen kultúrákhoz viszonyítva (Student’s t-







8. táblázat A torma illóolaj hatása a GSH, GSSG mennyiségére, valamint a specifikus 
GR, GPx, kataláz, GST és SOD aktivitásokra C. albicans SC5314 törzsben. 
 
torma illóolaj-YPD (l/ml) 
0 (kontroll) 0,025 0,25 2,5 
GSHa  
4,1 ± 0,4 3,8 ± 0,4 3,6 ± 0,3 0,4 ± 0,2* 
GSSGa 
0,021 ± 0,003 0,017 ± 0,003 0,016 ± 0,002 0,023 ± 0,003 
GSH/GSSG 
195 ± 34 225 ± 46 225 ± 34 18 ± 9* 
GRb 
3,6 ± 0,36 3,5 ± 0,36 5,2 ± 0,40* 3,6 ± 0,40 
GPxb 
0,56 ± 0,08 0,60 ± 0,08 0,72 ± 0,08* 0,52 ± 0,08 
Katalázc 
1,3 ± 0,12 1,5 ± 0,12* 1,8 ± 0,12* 1,0 ± 0,16 
SODd 
146 ± 30 340 ± 60* 360 ± 60* 160 ± 40 
GSTb 
1,0 ± 0,12 1,4 ± 0,16 1,8 ± 0,16* 0,8 ± 0,16 
a - nmol/(ml OD640); 
b - (mkat/kg protein); c - (kat/kg protein); d - (unit/mg 
protein) 
* - Szignifikáns különbség a kezeletlen kultúrákhoz viszonyítva (Student’s t-
teszt, n = 3, p < 0,05) 
 
4.2.6. A torma illóolaj interakciója CDNB-al, MSB-al és diamiddal 
 A torma illóolaj antifungális hatása antagonizmust mutatott MSB-el és 
diamiddal, valamint szinergizmust CDNB-lal (9. táblázat). Az antagonizmus 
magyarázata lehet az antioxidáns enzimek és/vagy GSH termelés (132,142). A 
szinergizmus valószínűleg a CDNB GSH-pool kiürítő hatásának a következménye, amit 














- - 0,25 54 ± 5 - - - 
- - 0,13 32 ± 5    
MSB 9,6 - 59 ± 7 - - - 
MSB 16 - 72 ± 8 - - - 
Diamid 6 - 62 ± 8 - - - 
Diamid 10 - 85 ±10 - - - 
CDNB 0,03 - 6 ± 2 - - - 
CDNB 0,06 - 21 ± 3 - - - 
MSB 9,6 0,25 38 ± 4 81 0,47 antagonizmus 
MSB 16 0,25 7 ± 2 87 0,08 antagonizmus 
Diamid 6 0,25 25 ± 4 83 0,30 antagonizmus 
Diamid 10 0,25 45 ± 6 93 0,48 antagonizmus 
CDNB 0,03 0,13 89 ± 8 36 2,5 szinergizmus 
CDNB 0,06 0,13 93 ± 7 46 2,0 szinergizmus 
















5.  MEGBESZÉLÉS 
5.1. Hairy root kultúrák létrehozása, valamint enzim- és hatóanyagtartalmuk 
vizsgálata 
5.1.1. A natív torma gyökér és a HRC-k GLS mintázatának összehasonlítása 
A natív torma gyökérnek fő GLS komponense a SIN (2,3), ezzel szemben a torma 
HRC-k fő GLS komponensei többek között aromás és indol GLS-ok: ARAB, BRASS, 
melyek a natív gyökérben csupán minor komponensként vannak jelen. A natív 
gyökérben a GLN általában egy nagyságrenddel kisebb mennyiségben van jelen, mint a 
SIN (2,108). A fentiekből adódóan, az aromás GLS-ok dominanciája HRC 
specifikusnak tűnik. 
Annak ellenére, hogy a HRC-k össz-GLS szintje az anya növényénél 
alacsonyabbnak bizonyul, a HRC-kben az indol GLS-ok sokkal dominánsabbak, mint 
az anya növényben (94,95,113,144,145). 
7 különböző mirozináz B (MYB) transzkripciós faktort detektáltak Brassica rapa 
ssp. Pekinensis-ben (146), amelyek szerv és GLS-osztály specifikus jelenlétet mutattak. 
Az alifás GLS-ok transzkripciójában a MYB28 és MYB29 transzkripciós faktorok 
vesznek részt, melyek szintje a szárban és egyéb szervekben eltérő volt (146). A teljes 
növény szerv specifikus GLS akkumulációja és transzkripciós mintázata eltér az in vitro 
kultúrákétól (115,144). Az alifás GLS gének transzkripciós faktorai a HRC-kben 
szignifikánsan alacsonyabbak voltak, mint a natív gyökérben (144).   
Az alacsony SIN-AITC tartalom ellenére felismerhető az Armoracia rusticana 
anyanövény jellegzetes GLS-ITC/nitril mintázata a torma HRC-kben (3-5 táblázat). A 
mintázat nem emlékeztet az Armoracia macrocarpa-ra az IBER-MeSPITC, GIB, 
BRASS és ARAB komponensek jelenléte miatt (2,124). Továbbá a tipikus A. 
macrocarpa komponensek, mint az 5-metiltiopentil-ITC (berteroin) és 6-metiltiohexil-
ITC (lesquerellin) (124) nincsenek jelen a torma HRC-k mintázatában.  
5.1.2. Indol GLS-ok és hidrolitikus bomlástermékeik 
Az indol GLS BRASS és az indolecetsav kapcsolatát érdemes közelebbről 
megvizsgálni. Először is, a növényi eredetű indol GLS-ok képesek I3ACN-é 
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hidrolizálódni. Ez a komponens képes a növénynek védelmet nyújtani a gombákkal 
szemben (140), továbbá az I3ACN az indolecetsav bioszintézisnek is a köztes terméke 
(120,123). Az agrobakteriális fertőzés során, a T-DNS – mely tartalmazza az auxin (pl. 
indolecetsav) termelésért felelős géneket – integrálódik a növényi genomba (88), mely a 
HRC-k korlátlan növekedési képességét okozza (147,148). Tehát a detektált I3ACN 
származhat a GLS-ok hidrolíziséből, valamint az Agrobacterium gén terméke is lehet 
(138,147–149). A növény az I3ACN-t eredetétől függetlenül tudja hasznosítani 
antifungális anyagként, vagy a növekedést elősegítve auxin (indolecetsav) termelés 
intermedierként (9). 
5.1.3. A torma különböző növényi szerveinek agrobakteriális inokulációja különböző 
tulajdonság mintázatú HRC-ket eredményez 
Legjobb tudásunk szerint ez az első összehasonlító tanulmány, melyben a szerv-
függő agrobakteriális inokuláció ekkora metabolit és enzimbeli különbségeket 
eredményezett a Keresztesvirágúak családjában. Egy tanulmány szerint Arabidopsis 
thaliana-ban a GLS-ok akkumulációja és transzkripciója szövet specifikus, és eltér az in 
vitro kultúrákban (mint HRC) megfigyeltektől (144), de azzal kapcsolatban nem közöl 
adatot, hogy a GLS tartalom és enzim aktivitás hogyan alakul különböző szövetekből 
indukált HRC-kből. Mindössze Coffea arabica hairy root-ok esetében írták le a 
következő jelenséget: különböző embrió szervek inokulációja eltérő gén expressziós 
mintázatot eredményezett (150). Az, hogy eddig nem vizsgálták a különböző szervekből 
létrehozott HRC-k közötti eltéréseket, részben annak tudható be, hogy az általános hairy 
root indukciós protokollok célszerve a levél, a szövet állaga miatt (151). A „leaf-disc” 
módszer (feldarabolt levelek baktérium szuszpenzióba mártása) a legelterjedtebb hairy 
root képző technika (105,107,152–154). Habár Saitou és mtsai (106,155) fertőztek 
közvetlenül tűvel axiális torma levelet, valamint petiólumot is, később együtt 
analizálták a létrehozott HRC-k peroxidáz tartalmát. A jelen tanulmánynak 
megfelelően, a HRP szint jóval magasabb volt a HRC-kben, mint az in vitro növényke 
levelében. Sajnos Saitou és mtsai (106) kéziratában nem közöltek adatokat a bioaktív 
komponensekkel kapcsolatban. Egy másik tanulmányban Brassica rapa hipokotilt, 
levelet és gyökeret inokuláltak tű segítségével. A gyökérből létrehozott HRC-k nem 
voltak életképesek, ill. az életképes HRC-k 89%-át levelekről izolálták, mindössze 
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11%-uk származott hipokotilról (141). Az általánosan alkalmazott levél életképesebb 
HRC forrásnak tűnik a levélnyélhez hasonlítva. 
5.1.4. A biológiailag aktív komponensek koncentrációja feltehetően a MYR izoenzim 
mintázattól függ 
Az ArP és ArLB csoportok közötti szignifikánsan eltérő aromás nitril 
koncentrációkért feltehetően a különböző MYR izoenzim aktivitások a felelősek (11. 
ábra, 17. ábra). Ez a következő két, egymással ellenkező jelenséggel szemléltethető a 
legjobban: egy MYR band (MyrB2) intenzitása és a PECN abundanciája között 
szignifikánsan pozitív korrelációt tapasztaltunk (korrelációs érték = 0,58; p = 0,014; 
17.a ábra); másrészről a MyrB2 enzim nagyobb mértékű jelenléte alacsonyabb 
mennyiségű MeSPITC-ot (korrelációs érték = -0,516; p = 0,03; 17.b ábra) 
eredményezett. Tehát a különböző izoenzimekkel katalizált hidrolízis feltehetőleg 
különböző bomlástermék mintázatokat hoz létre a HRC-kben. A hatásnak nem kell 
közvetlennek lennie: a MYR izoenzimek működése nélkül is bekövetkezhet 
megnövekedett nitril termelődés; spontán bomlás, vagy egyéb enzimek, enzim 
komplexeken keresztül, mint pl. NSP, ESP (6,15,139,156–158). 
Statisztikailag ugyan nem szignifikánsan, de úgy látszik, hogy a szerv-eredet 
befolyásolja a HRC-k MYR mintázatát (11. ábra, 15.c ábra). Brassicaceae növényekben 
már írtak le szerv-specifikus MYR aktivitást és génexpressziót. Li és Kushad (159) azt 
tapasztalták, hogy a natív torma növény leveleinek és gyökereinek a GLS tartalmuktól 
függetlenül eltérő a MYR aktivitásuk. Wittstock és mtsai (156) Arabidopsis thalianá-
ban a MYR izoenzimek és nitril specifikus proteinek (NSP) jelenlétét szerv specifikus 
kombinációban figyelték meg. Annak ellenére, hogy a MYR nem szubsztrát specifikus 
enzim (22), az enzimatikus hidrolízis különféle termékeket (pl. ITC, nitril) (158) 
eredményezhet a különböző MYR kötő fehérjéken és MYR asszociált fehérjéken (pl. 
NSP vagy epitiospecifikus proteinek, ESP-k) keresztül. 
A fentiekkel összhangban az eredményeink azt mutatták, hogy az ITC-nitril csere 
valószínűsíthetően a MYR jelerősség változások következménye (158). Eriksson és 
mtsai (160) a MYR gén család szerv specifikus expressziójáról számoltak be. 
Mindössze a mag szövetben tapasztaltak MyrA izoenzim génexpressziót, míg a MyrB 
izoformák a kotiledonban és a levelekben fejeződtek ki. Továbbá feltételezték a MyrB 
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gének egyedi szerv-specifikus expresszióját, mert a magok és a levelek tartalmaztak 
egyedi MyrB traszkriptokat. Ezen felül az Arabidopsis thalianá-ban szintén szerv-
specikus NSP génexpressziós szabályozást mutattak ki (161). Az eredményeink alapján 
az illékony anyagoknak nem csak a teljes hozamát, hanem az összetevőket is erősen 
befolyásolhatja az enzim mintázat. Az említett enzimek mintázatát pedig feltehetőleg a 
HRC-k szerv eredete határozza meg.  
Összegezve, valószínűsíthető, hogy a különböző szervek inokulációjából származó 
eltérő enzim expressziós mintázatok következményei az eltérő komponensek 
bioszintézisét okozó GLS–MYR–ITC/nitril rendszerben megfigyelt különbségek.  
 
5.2. A torma illóolaj antifungális hatásának vizsgálata 
5.2.1. A torma illóolaj erősebb antifungális aktivitást mutat, mint egyéb ITC-ok 
önmagukban  
 Az ITC-ok antifungális hatását, ideértve a torma illóolaj-ét is, számos 
publikációban tanulmányozták (11,26,27,29–33,35,36). Kísérleteink során a torma 
illóolaj légtérbe párologtatva és folyadék fázisban is hatásosan gátolta az S. cerevisiae, 
C. albicans, A. nidulans és A. fumigatus növekedését (7. ábra). A mért IC50 értékek 
(0,05-0,13 g/ml a vizsgált fajoktól függően) összevethetőek a torma főkomponensét 
alkotó AITC és etil-ITC, ill ezek elegyeinek hatásával Botrytis cinerea-án és Penicillium 
expansum-on tesztelve (EC50 = 0,07 – 0,14 g/ml) (30).  
 Számos kísérletben megfigyelték, hogy a különböző ITC-ok antifungális 
hatásának erősségét jelentősen befolyásolja az oldallánc típusa, valamint a cél molekula 
természete (32,45). Nem meglepő, hogy az ITC-ok keveréke általánosságban erősebb 
hatású, mint az egyes ITC komponensek önmagukban. Például Wu és mtsai (30) az 
AITC és etil-ITC 3:1 arányú keverékét erősebb antigerminációs hatásúnak találták P. 
expansum és B. cinerea spórákon vizsgálva, mint az AITC-t és etil-ITC-t önmagában. 
Park és mtsai (29) a torma illóolaj alacsonyabb minimális gátló koncentrációját (MIC) 
állapították meg, mint az AITC-ét, számos baktériumon és egy C. albicans törzsön 
tesztelve. Kísérleteinkben a torma illóolaj szintén szignifikánsan erősebb növekedés 
gátló hatást mutatott C. albicans-on tesztelve, mint a fő komponensei (AITC, PEITC) 
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önmagukban (18. ábra). Ezek az adatok kiemelik az ITC keverékek, csak úgymint a 
természetes torma illóolaj fölényét az önálló ITC-ok hatásával szemben.   
5.2.2. A torma illóolaj koncentráció függően fungicid, illetve fungisztatikus hatású 
Candida albicans-on tesztelve 
 Az ITC-k illékony természete döntő szerepet tölt be az antifungális aktivitásban, 
mivel a gomba növekedése újra megindulhat egy fungisztatikus, de nem fungicid 
komponens elpárolgását követően. Annak ellenére, hogy a kísérleteinkben a torma 
illóolaj túlnyomóan fungicid (fungitoxikus) hatásúnak bizonyoult C. albicans-on 
tesztelve (19. ábra), ismert a különböző ITC-ok koncentráció függő fungisztatikus 
(alacson koncentrációk esetén) és fungitoxikus (magasabb koncentrációk esetén) hatása 
Sclerotinia sclerotiorum teszt organizmusokon (32). Az erős, de időleges antifungális 
hatású ITC-ok előnyösek lehetnek: a táplálékként bevitt ITC-ok hatékonyan 
kontrollálhatják a mikrobiális aktivitást a szájüregben és a vékonybélben, anélkül, hogy 
maradandó károkat okoznának a mikroflórában. Másrészről a mikróbákban a rövid 
jelenlétük az erős hatásukkal kombinálva megelőzheti a rezisztencia gyors kifejlődését. 
Nem meglepő módon, az ITC-ok fontos szerepet töltenek be számos növény 
antifungális és egyéb védelmi rendszerében (35,36,47). 
5.2.3. A GSH védi a Candida albicanst a torma illóolajtól 
 Számos in vivo és in vitro kísérleti adat demonstrálja, hogy az ITC-ok reakcióba 
lépnek a GSH-al, akár ki is üríthetik a GSH-pool-t, de fehérjéket is inaktiválhatnak tiol 
csoportjaikkal reagálva (19,23,24,42–45,161,162). Az adataink (8. táblázat) a torma 
illóolaj szignifikáns növekedésgátló hatását szemléltetik, anélkül, hogy megzavarnák a 
sejtek GSH összetételét. Ezt részben magyarázhatja a torma illóolaj által generált 
oxidatív stressz (19. ábra, 8. táblázat), mely feltehetőleg a mitokondriális funkciókat 
károsítja (32). A megfigyelés azt sugallja, hogy a GSH depléció nem szükségszerű a 
torma illóolaj antifungális aktivitásában. Alacsony torma illóolaj koncentráció esetén a 
GSH-ITC reakciót katalizáló (20,26,46,47,162–164) GST indukciója (8. táblázat), 
valamint a magas koncentrációknál a GSH-pool depléciója azt sugallja, hogy a torma 
illóolaj reagál a GSH-nal in vivo, de a sejtek ellensúlyozni tudják a folyamatot alacsony 
torma illóolaj szint mellett. Nem meglepő módon a C. albicans-ban jól ismert módon a 
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GSH szint csökkenését okozó CDNB (143) erős szinergizmust mutatott a torma illóolaj-
val (9. táblázat). Ebből a szempontból feltételezzük, hogy a GSH nem az ITC-ok 
célmolekulája, hanem a védelmi rendszer része, azaz a GSH védi a sejteket a tiol-































6.  KÖVETKEZTETÉSEK 
6.1. A hairy root kultúrák GLS mintázatában a GLN dominál  
Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy a HRC-k GLS mintázata eltér a natív 
gyökér mintázatától. Amíg a natív gyökérben az alifás SIN dominál a nála körülbelül 
egy nagyságrenddel kisebb mennyiségben jelen lévő GLN mellett, a HRC-kben 
egyértelműen az aromás GLN a főkomponens. Enzimatikus bomlástermékeik 
(SIN→AITC, GLN→PEITC) is prekurzoraikkal azonos arányban vannak jelen. A natív 
gyökérben minor komponensként megjelenő indol GLS-ok és nitrilek néhány HRC-ban 
major komponensként jelentek meg. Az indol-3-acetonitril nemcsak a glükobrasszicin, 
hanem az agrobakteriális géntranszformáció terméke is lehet. 
6.2. A torma hairy root kultúrák enzim és metabolit mintázatában meghatározó 
szerepe van az inokulált növényi szervnek 
A tanulmány alapján kiemelendő, hogy különböző növényi szervek Agrobacterium 
rhizogenessel való inokulálásával növelhető a képződő HRC genetikai klónok 
variabilitása. Annak ellenére, hogy a legelterjedtebb célszerv a levéllemez, egyéb 
növényi szervek, mint pl. levélnyél (petiólum) is transzformálható agrobaktériummal 
HRC képzési céllal, más metabolit és enzimmintázatot eredményezve.  
Az enzim- és egyéb proteinek termelése általában a natív növényekben is 
szervspecifikus. Ez feltehetően átfordítódik a HRC-k szerv specifikus MYR jelenlétére, 
ami hozzájárul a torma HRC-k biológiailag aktív komponenseinek a különböző 
mintázat- és koncentráció beli különbségeihez. Ez jelenik meg a GLS–MYR–ITC/nitril 
rendszer szerv-függő különbségeiben.  
 
6.3. A torma illóolaj antifungális hatása 
Kimutattuk, hogy a torma illóolaj koncentráció függő fungicid (nagyobb 
koncentrációk) és fungisztatikus (kisebb koncentrációk) hatással bír fonalas és sarjadzó, 
valamint humán patogén (Candida albicans, Aspergillus fumigatus) és apatogén 




Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy a torma illóolaj (természetes ITC-ok 
keveréke) erősebb antifungális hatással bír, mint főkomponensei (AITC, PEITC) 
önmagukban. Ennek magyarázata a major és minor ITC és nitril komponensek együttes 
additív vagy szinergista hatása lehet. 
6.4. A GSH védi a Candida albicanst a torma illóolaj által okozott oxidatív 
stresszhatástól 
 A torma illóolaj antifungális hatásával kapcsolatos kísérletek eredményeit 
összefoglalva feltételezzük, hogy a torma illóolaj egyéb ITC-okhoz hasonlóan több 
támadásponton hat (25). A torma illóolaj a sejtekben számos enzimet és fehérjét 
inaktiválhat, valamint a mitokondriális funkciókra hatva oxidatív stresszt indukálhat 
(32). A sejtek GSH-nal képesek detoxifikálni a torma illóolaj komponenseit (46,163). A 
GSH spontán reagál a torma illóolaj ITC komponenseivel, mely reakciót a GST 
katalizálhatja. A sejtek túlélik a torma illóolaj kezelést, amíg ez a folyamat aktív. Az 
antioxidáns folyamatok szintén segíthetik ezt a jelenséget (32,47). Magas 
koncentrációban a torma illóolaj letális, mivel kiüríti a GSH poolt (a gyors GSH 
felhasználás, és/vagy a GSH termelés inaktiválásán keresztül), ami kontrolálatlan ITC-
protein és a sejt egyéb érzékeny reakciójához vezet, súlyos oxidatív stresszt és 
valószínleg egyéb károkat is okozva. Ennek következtében a GSH metabolizmus 
manipulálása hatékony stratégia lehet a gombák ITC toleranciájának megzavarásához.  
 Szintén bemutattuk, hogy a torma illóolaj hat a C. albicans sarjadzó sejtjeiben 
zajló GSH metabolizmusra, és oxidatív stresszt okozhat elsősorban a GSH-pool 
deplécióján keresztül. Feltételezzük, hogy a sejtek túlélése a GSH tartalmuktól függ, 












 A torma hairy root kultúrák a glükozinolát-mirozináz-izotiocianát rendszer 
tanulmányozására, valamint a biológiailag aktív izotiocianátok, valamint a molekuláris 
biológiában széleskörben felhasznált torma peroxidáz termeltetésére alkalmas növényi 
szervek.  Armoracia rusticana levélnyél, illetve levéllemez Agrobacterium rhizogenes-
szel való fertőzést követően 21 életképes hairy root genetikai klónt izoláltunk és 
vizsgáltunk. Multivariábilis statisztikai módszerrel elemeztük a hairy root klónok 
biomassza tulajdonságait, glükozinolát-, izotiocianát- és nitril tartalmát, mirozináz és 
torma peroxidáz enzimek mintázatát, valamint a morfológiai tulajdonságaikat. A pozitív 
és negatív korrelációkon túl, a hairy root kultúrák számos vizsgált tulajdonságukban 
szerv-eredet függőséget mutattak. Például a napi növekedési index, a glükobrasszicin és 
torma peroxidáz értékek szignifikánsan magasabbak voltak a levéllemezből indukált 
hairy root vonalakban.  
 A torma (Armoracia rusticana) fűszerként, valamint gyógyászati 
felhasználásáért is az illóolaja (különböző izotiocianátok természetes keveréke) a 
felelős. Az izotiocianátok antikarcinogén hatása mellett az antimikrobiális – elsősorban 
az antibakteriális – aktivitása széles körben tanulmányozott. A kísérleteinkben a torma 
illóolaj erős fungicid hatását mutattuk ki Candida albicans-on tesztelve, illékony, 
illetve folyékony fázisban egyaránt. Folyadék fázisban a torma illóolaj antifungális 
hatása jóval jelentősebb volt, mint a fő komponenseinek (allil- és fenetil-izotiocianát) 
hatása önmagukban. A torma illóolaj szubletális koncentrációban oxidatív stresszt 
generált, amit a megemelkedett szuperoxid tartalom, a megnövekedett specifikus 
glutation reduktáz, glutation peroxidáz, kataláz, valamint szuperoxid diszmutáz 
aktivitások jellemeztek. A glutation-függő detoxifikációt jelző specifikus glutation-S-
transzferáz aktivitás növekedését is megfigyeltük. A torma illóolaj magasabb 
koncentrációban kiürítette a glutation poolt, erősen megnövelte a szuperoxid termelést, 
és gyorsan elpusztította a sejteket. A torma illóolaj és a glutation poolt kiürítő 1-klór-
2,4-dinitrobenzol együttes alkalmazása erős szinergizmust mutatott Candida albicans 
sejteken. Mindezek alapján feltételezzük, hogy a glutation metabolizmus megvédi a 





 Horseradish hairy root cultures are plant tissue organs, used to study the 
glükosinolate–myrosinase–isothiocyanate system and also to produce the biologically 
active isothiocyanates and horseradish peroxidase, which enzyme is widely used in 
molecular biology. After Agrobacterium rhizogenes infection of sterile Armoracia 
rusticana petioles and leaf blades, 21 viable hairy root clones were isolated. Biomass 
properties, glükosinolate content, isothiocyanate and nitrile content, myrosinase and 
horseradish peroxidase enzyme patterns, and morphological features were analysed 
with multi-variable statistical methods. Beyond that several positive and negative 
correlations were observed, the most outstanding phenomenon was many parameters 
of the hairy root clones proved dependence on the organ of origin. For example, the 
daily growth index, glükobrassicin, or horseradish peroxidase values showed 
significantly higher levels in horseradish hairy root cultures initiated from leaf blades. 
 Both for the condimental and medicinal usage of horseradish (Armoracia 
rusticana), it’s essential oil (a natural mixture of different isothiocyanates) is 
responsible. Beside of the isothiocyanates anticarcinogenic effect, its antimicrobial – 
primarily the antibacterial - activity, and the mechanism of action is wide-spread 
studied. In our experiments, horseradish essential oil had strong fungicide effect against 
Candida albicans both in volatile and liquid phase. In liquid phase this antifungal effect 
was more significant than those of it’s main components allyl, and 2-phenylethyl 
isothiocyanate. Horseradish essential oil, induced oxidative stress at sublethal 
concentration, which was characterized with the increase of superoxide content and up-
regulated specific glutathione reductase, glutathione peroxidase, catalase and 
superoxide dismutase activities. Induction of specific glutathione S-transferase 
activities as marker of glutathione dependent detoxification was also shown. At higher 
concentration, horseradish essential oil depleted the glutathione pool, increased heavily 
the superoxide production and killed the cells rapidly. When horseradish essential oil 
and the glutathione pool depleting agent, 1-chlore-2,4-dinitrobenzene were applied 
together to kill Candida albicans cells, strong synergism was observed. Based on all 
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